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Abstrakt

l. Abstrakt

Einleitung:
Zahlreiche in vivo Studien der letzten Jahrzehnte zeigten, dass die exogene Applikation von

Wachstumshormon die Knochenheilung beschleunigen kann. Welche genauen molekularen
Effekte dieser Wirkung zugrunde liegen, blieb jedoch ungeklart.

Ziel dieser Studie war es, anhand von spezifischen RNA-Sonden flir ausgewahlte, an der
Knochenheilung beteiligte Extrazellulare Matrixproteine, die Wirkung von systemisch
applizierbarem Wachstumshormon auf die Knochenheilung auf histologischer Ebene am

Rattenosteotomiemodell zu beschreiben.

Material und Methoden:

Bei adulten Sprague-Dawley Ratten (weiblich, n=30) wurde eine standardisierte Osteotomie
von 0,3 mm Spaltbreite erzeugt und mittels monolateralem Fixateur externe stabilisiert. Es
wurden zwei Hauptgruppen mit den Standzeiten 7, 14 und 21 Tage (n=5) analysiert:

Gruppe |: 3 mg/Kg/d rhGH s. c.

Gruppe Il: NaCl s. c. (Placebo)

2 x taglich

In Situ Hybridisierung wurde mit Digoxigenin-markierten RNA-Sonden auf 4 pm dicken
Paraffinserienschnitten durchgefihrt. Finf knochenrelevante Matrixproteine wurden
dargestellt: as Kollagen | und Il als Marker osteogener bzw. chondrogener Zellen, Osteocalcin
als Marker osteoblastarer Zellen sowie Osteopontin und Osteonectin als Marker

mineralisierender Zellen.

Ergebnisse:
Nach 7 Tagen konnte in den osteoblastaren und chondrozytaren Zellen eine deutlich starkere

Signalaktivitat fur alle Extrazellularen Matrixproteinen in der Wachstumshormongruppe
beobachtet werden. Nach 14 Tagen nahm die Expression fir a4 Kollagen Typ |, Osteocalcin
und Osteonectin-mRNA in der GH-Gruppe weiterhin zu, wahrend eine deutliche Abnahme
der Expression fur Osteopontin und as Kollagen Typ Il zu verzeichnen war. In der Placebo-
Gruppe zeigte sich zu diesem Zeitpunkt eine wiederum erhéhte Signalaktivitat fir die beiden
mRNA. Nach 21 Tagen fand sich in der GH-Gruppe eine annahernd gleiche Signalaktivitat
fur a4 Kollagen Typ | und Osteocalcin-mRNA bei deutlicher Abnahme der Expression von
Osteopontin, Osteonectin und a4 Kollagen Typ [I-mRNA. In der Placebo-Gruppe zeigte sich

in diesem Zeitraum ein tendenzieller Anstieg der Expression von Osteonectin-mRNA.



Abstrakt

Diskussion:

Im Rahmen dieser Studie wurde der in vivo Einfluss von exogen verabreichtem
Wachstumshormon auf die Bildung Extrazellularer Matrixproteine wahrend der
Knochenheilung untersucht. Die Ergebnisse lassen riickschlieRen, dass die exogene
Applikation von Wachstumshormon seine positive Wirkung auf die Knochenheilung durch die
frlhzeitige Erhdhung der Syntheseaktivitat von Extrazellularen Matrixproteinen sowie die
Beschleunigung der Zellproliferation und -differenzierung und somit der Abfolgen der Phasen
der Knochenheilung entfaltet.

Bericksichtigt man die Nebenwirkungen der systemischen Applikation von
Wachstumshormon, so ist sein Einsatz zur Beschleunigung der Frakturheilung beim
Menschen eher nicht zu beflurworten. Stattdessen ware eine lokale, protrahierte
Verabreichung von Wachstumshormon, entweder allein tUber eine Injektion/Pumpe oder mit
Tragermaterialien (Osteosynthesematerial, Membranen etc), welche mit einer Reduktion der
verwendeten Hormonmenge und systemischen Nebenwirkungen einhergehen wiurde,

vielversprechend.



Abstract

1. Abstract

Introduction:
In vivo studies have shown that GH can accelerate bone healing. However, the precise

molecular effects underlying this fact remained unclear.
The aim of this study was to describe the effect of systemically applied GH on bone healing
at histological level in a rat osteotomy model, based on the analysis of specific ECMP-RNA

probes involved in the healing cascade.

Material and methods:

In adult Sprague-Dawley rats (female, n = 30) a standardized 0.3 mm osteotomy was applied
and stabilized with fixateur externe. Two groups of 7, 14 and 21 days lifetime (n = 5) were
analyzed:

Group I: 3mg / kg /d rhGH s. c.

Group lI: NaCl s. c. (Placebo)

twice daily

ISH was performed with digoxigenin-labeled RNA probes on 4 um paraffin sections. Five
ECMP were described: a1 Collagen | and Il as markers of osteogenic and chondrogenic cells,
osteocalcin as marker of osteoblastic cells and osteopontin and osteonectin as markers of

mineralizing cells.

Results:

After 7 days, significantly stronger signal activity was observed in osteoblast and chondrocytic
cells for all ECMP in the GH group. After 14 days, the expression of a1 collagen type |I,
osteocalcin and osteonectin mRNA increased further, while there was a marked decrease in
the expression of osteopontin and a1 collagen type Il. At the same time in the placebo group
an increased signal activity was shown for these mRNAs. After 21 days, the GH group showed
the same signal activity for a1 collagen type | and osteocalcin mMRNA whereas a decrease in
the expression of osteopontin, osteonectin and a1 collagen type || mRNA was seen. In the
placebo group, a mild increase in the expression of osteonectin mMRNA was shown during this

period.

Discussion:

In this study, the in vivo influence of GH on the formation of ECMP during bone healing was
investigated. The results suggest that GH exerts its beneficial effect on bone healing through
the early enhancement of the synthesis activity of ECMP, the acceleration of cell proliferation

and differentiation and thus the succession of the phases of bone healing.



Abstract

Considering the side effects of the systemic administration of GH, its use in humans is rather
not to be advocated. Instead, a local, protracted administration of GH, either via an injection /
pump or with support materials (osteosynthesis material etc.), which would result in a

reduction of GH used and its systemic side effects, would be promising.



Einleitung

1.  Einleitung

Uber 15 Millionen Frakturen werden jahrlich in den Vereinigten Staaten behandelt. Wahrend
die Mehrheit davon durch geeignete unfallchirurgische und orthopadische Behandlung,
problemlos ausheilt, kommt es in 10-15% der Falle zu Komplikationen (ausgedehnter
Substanzverlust, Infektion etc.), welche in verzdgerter oder gar ausbleibender Frakturheilung
resultieren 9.

Trittim Rahmen einer Verletzung des Skeletts eine der erwahnten Komplikationen auf, kommt
es zu einer starken Verlangerung der Behandlungsdauer und eventuell zu einer dauerhaften
Invaliditat der betroffenen Patienten.

Eine Verkurzung der Behandlungsdauer wuarde nicht nur zu einer Verbesserung der
Lebensqualitat des Patienten flihren, sondern auch eine signifikante Kostensenkung fir das

Gesundheitswesen bedeuten.

Zur Beschleunigung der Frakturheilung oder der Behandlung von Pseudarthrosen existieren
unterschiedliche Konzepte. Hier sind z. B. der Verfahrenswechsel auf eine andere
Osteosynthese, die Spongiosaplastik oder die Implantation von Knochenersatzstoffen zu

erwahnen, welche jedoch nicht immer erfolgreich sind.

Ein weiterer therapeutischer Ansatz besteht daher darin, die Regeneration des geschadigten
Knochens derart zu unterstitzen, dass die Wiederherstellung der Belastbarkeit friihzeitig und
vor allem komplikationslos einsetzt. Dies kdnnte durch eine lokale oder systemische
Stimulation und Beschleunigung der Knochenheilung erreicht werden, welche durch eine
schnellere Uberbriickung der Fraktur, die Folgekomplikationen zu vermeiden hilft.

Aufgrund dessen stellt der therapeutische Einsatz von osteoinduktiven Substanzen zur
Beschleunigung der physiologischen Frakturheilung, schon seit Jahrzehnten, ein

Schwerpunkt der klinischen und experimentellen unfallchirurgischen Forschung dar.

1.1. Anatomie und Physiologie des Knochens

Knochen besteht aus Zellen (Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten) sowie aus
extrazellularer Matrix (ECM). Letztere wird in eine organische und eine anorganische
Komponente unterteilt. Die anorganische Komponente des Knochens besteht hauptsachlich
aus Kalzium, Phosphaten und Hydroxylappatit. Die organische Komponente wird in kollagene

und nicht kollagene Proteine unterteilt.



Einleitung

1.1.1. Osteoblasten

Die Osteoblasten gehen aus mesenchymalen Stammzellen hervor. Infolge einer Stimulierung
von Vorlauferzellen wird die Proliferation und Differenzierung zunachst zu Praosteoblasten
und spéter zu reifen Osteoblasten veranlasst (5%,

Die reifen Osteoblasten sind kuboidale Zellen, welche Uber einen zentralen Kern und ein gut
entwickeltes endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat verfigen. Sie haben die
Aufgabe, Proteine der Knochenmatrix zu synthetisieren, wie z. B. Kollagen Typ | und
Osteocalcin (Bone Gla Protein). Ferner besitzen sie eine hohe Aktivitdt an Alkalischer
Phosphatase (AP), die mdglicherweise eine essentielle Rolle in der Knochenmineralisation
spielt. Aufgrund dessen wird die knochenspezifische AP haufig in Studien als Marker fir
Zellen mit osteoblastischem Phanotyp oder als Serummarker fur die Aktivitat der
Osteoblasten verwendet (56159,

Desweiteren sind die Osteoblasten in der Lage, verschiedene Wachstumsfaktoren zu
sezernieren, wie z. B. Transforming Growth Factor-p (TGF-), Bone Morphogenetic Protein
(BMP), Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) sowie Insulin-like Growth Factor-I und -II (IGF-
I und —I1), welche u. a. im Knochen gespeichert werden ©®. Osteoblasten spielen eine wichtige
Rolle bei der Mineralisation des neugebildeten Knochens aufgrund ihrer Fahigkeit, alkalische

Phosphatase sowie andere Phospholipide und Proteoglykane zu synthetisieren (159,

Osteoblasten kénnen sich zu Knochensaumzellen (Bone-lining-cells) oder Osteozyten
entwickeln. Knochensaumzellen verbleiben an der Oberflache, wo sie auf der Knochenmatrix
direkt aufliegen. Sie drosseln ihre synthetische Aktivitdt und bekommen dadurch eine

langgestreckte, abgeflachte Form (178),

Die Entdeckung und Charakterisierung der Zytokinrezeptor-Zytokin-Decoyreceptor Triade,
gebildet durch den Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B- Ligand (RANKL), den
Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B (RANK) und Osteoprotegin (OPG) fihrte zu
immensen Fortschritten im Verstdndnis der Knochen-Homobostase. RANK, welches zur
Tumor Necrosis Factor (TNF) Rezeptor Superfamilie gehoért, kommt bei den Osteoklasten vor
und induziert Osteoklastogenese, wenn es an RANKL bindet. RANKL wiederum wird von den
Osteoblasten und anderen Stromazellen produziert. Die Bindung von RANKL an RANK
stimuliert die Differenzierung von Pre-Osteoklasten, aktiviert die reifen Osteoklasten und
prolongiert ihren Lebenzyklus. Das ebenfalls von den Osteoblasten produzierte OPG, ist ein
Protein, welches die Entwicklung der Osteoklasten beeintrachtigt und als Decoy Receptor flr
das RANKL fungiert % 125 172),

10



Einleitung

In vitro Studien haben gezeigt, dass ein reduziertes oder nicht vorhandenes Level an RANKL
und/oder RANKL zu Osteopetrosis und niedriger Konzentration an reifen Osteoklasten flhrt.
Eine wiederum hohe Konzentration an RANKL und/oder RANK resultiert in einer erhdhten

Osteoklastenaktivitat und somit in Osteoporosis und rapidem Knochenverlust 25 125.172),

1.1.2. Osteozyten

Die Osteozyten sind eingebettet in dem kalzifizierten Knochen. Sie gehen aus Osteoblasten
hervor. Die Osteozyten sind miteinander und mit Zellen der Knochenoberflache Uber
dendritische Zellfortsatze, die in sogenannten Canaliculi verlaufen, funktionell verbunden.
Solche Canaliculi entstehen wahrend der Matrixsynthese und kontrollieren méglicherweise
die Aktivitat der reifen Osteoblasten. Es gibt Hinweise darauf, dass die Osteozyten

verschiedene Proteine wie TGF- und Osteopontin produzieren (26.152),

1.1.3. Osteoklasten

Aus der Verschmelzung von Monozyten/Makrophagen entstehen durch weitere
Differenzierung mehrkernige Vorlauferzellen von Osteoklasten. Diese exprimieren als
Membranrezeptor RANK. Die Bindung von RANKL an RANK I|6st die Differenzierung dieser
Vorlauferzellen zum reifen, mehrkernigen Osteoklasten aus . Im lebenslangen Prozess des
Umbaus und Neuaufbaus von Knochenmatrix ibernehmen die Osteoklasten die Aufgabe der
Resorption von mineralisierter Knochenmatrix ('7®. So gewahrleisten sie, dass
Knochengewebe laufend umgewandelt werden kann.

Osteoklasten resorbieren Knochen bis zu einer Tiefe von 50-70 pym. Sie gehen dann in
Apoptose Uber, wobei wahrscheinlich von Osteoblasten gebildetes TGF- eine wichtige Rolle
spielt. Die Resorption des Knochengewebes ist Voraussetzung fiir seine Neubildung durch
die Aktivitdt der Osteoblasten/Osteozyten, die in die von den Osteoklasten gebildeten

erosiven Hohlen (Howship-Lakunen) einwandern 5 124),

1.1.4. Organische Komponenten des Knochens

1.1.4.1. Kollagene Proteine

Der Knochen besteht zum grofiten Teil aus Kollagen Typ I. Es handelt sich dabei um ein
komplexes Molekil, welches aus einem Heterotrimer von zwei pro-as(l) und einer pro-a: (I)
polypeptiden Ketten zusammengebaut wird. Diese Ketten sind sich strukturell sehr ahnlich,

werden jedoch von verschiedenen Chromosomen kodiert. Kollagen Typ | hat einen hohen

11
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Anteil an gebundenen Kohlenhydraten und ist fir die Zugfestigkeit des Knochens
verantwortlich 9,

Der restliche Anteil der kollagenen Proteine im Knochen (<1%) besteht aus einem Gemisch
aus Typ V, VIl und Xl Kollagen, welche mit dem Typ | Kollagen zur Bildung der Struktur der

kollagenen Fibrillen interagieren %,

1.1.4.2. Nichtkollagene Proteine

Die restlichen 10% des organischen Knochenanteils bilden verschiedene Proteinen, welche
u. a. regulatorische Funktionen fur die Mineralisation, flr diverse Interaktionen mit den
strukturellen Proteinen, wie z.B. Kollagen bernehmen und als Mediatoren fur die Zell-Matrix

Bindung fungieren.

1.1.4.2.1. Osteonectin

Osteonectin oder SPARC (Secreted Protein Acid und Rich in Cystein) bildet mit 2,5% das
haufigste nichtkollagene Protein des Knochens ©V. Es ist ein 32 kDa saures Glykoprotein,
welches hauptsachlich von den Osteoblasten, jedoch auch von Hautfibroblasten,
Sehnenzellen und Odontoblasten synthetisiert wird. Obwohl seine Funktion noch nicht
vollstandig geklart ist, gibt es mehrere Hinweise darauf, dass es in der Lage ist, Kalzium sowie
Kollagen Typ | und auch Hydroxylapatit zu binden und aufgrund dessen eine wichtige Rolle
bei der Mineralisation und der Matrixstabilisation spielt %) In jn vitro Studien zur
Untersuchung der physiologischen Knochenheilung wurde nachgewiesen, dass Osteonectin
ein Synthesemaximum wahrend der Phase, in der der Ossifikationsprozess am aktivsten ist,
aufweist (41, Desweiteren wurde in einer in vivo Studie gezeigt, dass die grosste Menge an
Osteonectin von Fibroblasten und osteoblastischen Zellen wahrend rapider Proliferation und
Differenzierung synthetisiert wird 2. Osteonectin wurde ferner auch in proliferativen, jedoch

nicht in hypertrophen Chondrozyten nachgewiesen °71.112),

1.1.4.2.2. Osteocalcin

Osteocalcin oder bone Gla Protein (Gla = Glutamic acid) ist ein 6 kDa gro3es Protein, welches
drei y-Karboxyglutamat-Enden aufweist. Diese verleihen dem Protein eine kalziumbindende
Fahigkeit. Aufgrund dessen wird vermutet, dass Osteocalcin ebenfalls eine wichtige Rolle bei
der Mineralisation und Bildung von Hydroxylapatitkristallen spielt ®"). Die y-Karboxylierung
erfolgt wahrend der post-translationalen Modifikation des Proteins und ist abhangig vom

Vitamin K. Price et all. beobachteten, dass mit Warfarin behandelte Ratten nahezu kein

12
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Osteocalcin mehr in ihren Knochen, jedoch einen hohen Osteocalcinserumspiegel aufweisen,
weil das Protein nicht im Knochen deponiert werden kann (?"). Osteocalcin wird hauptsachlich
von Osteoblasten synthetisiert, wird jedoch nicht kontinuierlich freigesetzt. Der Serumspiegel
von Osteocalcin variiert mit der Formation neugebildeten Knochens (. Aufgrund dessen
wird Osteocalcin, ahnlich wie die alkalische Phosphatase als Marker flir die osteoblastare

Aktivitat verwendet (140, 141),
1.1.4.2.3. Zell-Bindungsproteine

Die Knochenmatrix besteht ferner aus diversen Zell-Bindungsproteine (cell-attachment-
proteins), welchen eine tripeptide Sequenz von Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) gemeinsam
ist. Diese tripeptide Sequenz ist daflir verantwortlich, dass das tragende Protein an Integrine
(in der Membran der Zelle integrierte Proteine) der Zelloberflache bindet. Zu dieser Gruppe
gehoéren Osteopontin, Fibronectin, Thrombospondin, Knochensialoprotein (bone sialoprotein)
und BAG (bone acidic sialoprotein) (141,

Osteopontin ist ein 32 kDa grofl3es Phosphoprotein und verfiigt ebenfalls tUber die Fahigkeit,
Kalzium zu binden. Ferner wurde in einer in vivo Studie gezeigt, dass Osteopontin an CD44
binden und CD44 abhangige Chemotaxis induzieren kann. Desweiteren wurde
Immunoreaktivitdt von CD44 in Osteozyten und auf der basolateralen Plasmamembran der
Osteoklasten nachgewiesen ®9. Die Tatsache, dass Osteopontin-positive Osteozyten und
Osteoklasten nebeneinander lokalisiert sind, spricht fir eine Osteopontin-CD44 initiierte Zell-
Zell-Interaktion im Knochenremodeling. Ferner lasst sich vermuten, dass Osteopontin Gber
einen Vitronectin-Rezeptor Osteoklasten auf der Knochenoberflache verankert. Osteopontin
wird hauptsachlich von Osteoprogenitor Zellen, Osteozyten und Osteoklasten produziert,
wahrend kleine Mengen von Osteopontin auch in kuboiden Osteoblasten beobachtet wurde
(9.71), Ferner kommt es auch in anderen Geweben, wie der Niere, dem Uterus, dem Gehirn

und der Lunge vor.

1.1.4.2.4. Proteoglykane

Die Proteoglykane (PG) stellen eine Familie von Makromolekilen dar. Sie bestehen aus
einem zentralen Kernprotein und einer variablen Anzahl an angekoppelten, sulfatisierten
Glykoaminoglykanen und kurzen Oligosacchariden. Wahrend die grofden Proteoglykane, wie
z. B. das Aggregan, hauptsachlich im Knorpelgewebe anzutreffen sind, finden sich kleine
Proteoglykane, wie z. B. Biglykan, Decorin und Fibromodulin auch im Knochengewebe und
sind mit der Bildung der Kollagenfibrillen assoziiert. Sie sind nicht knochenspezifisch und

erhalten entweder Chondroitinsulfat oder Dermatansulfat (4.
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Biglykan besteht aus einem 45 kDa grof3en Proteinkern und zwei Glykosaminoglykanen. Uber
seine Funktion ist insgesamt wenig bekannt. Decorin oder PG-S2 setzt sich ebenfalls aus
einem 45 kDa grof3en Proteinkern, der annahernd homolog zum Proteinkern von Biglykan ist,
jedoch nur aus einem Glykosaminoglykan zusammen. Decorin bindet an Kollagen Typ | und
Il in vitro und verhindert die kollagene Fibrinogenesis. Fibromodulin ist ein 59 kDa grolies

Protein, welches modulierend auf die kollagene Fibrillenformationen wirkt (147,

1.2. Physiologie der Frakturheilung

Die Frakturheilung ist ein komplexer physiologischer Prozess mit dem Ziel, die anatomische
Kontinuitdt und die physiologische Belastbarkeit des Knochens wiederherzustellen. Im
Gegensatz zu anderen Geweben, bei denen die Ausheilung Uber Formation von
minderwertigem fibrinésen Gewebe zustande kommt, verfigt der Knochen Uber die Fahigkeit
zur vollstandigen Regeneration; die Ausheilung erfolgt also Uber die Wiederherstellung der
Struktur und Funktion des urspriinglichen Knochengewebes.

Die Frakturheilung kann in manchen wenigen Fallen durch direkte Verwachsung der
Haver'schen Kanale und Knochenlamellen vollzogen werden, wenn der Frakturspalt ca. 100-
300 pm betragt. Diese Form der Frakturheilung wird als ,direkte* oder ,primare*
Frakturheilung bezeichnet und bendtigt ein rigide stabilisierendes Verfahren. Sie ist durch das
Fehlen einer Kallusbildung charakterisiert (140 141, 156)

Die weit haufiger vorkommende Form der Frakturheilung ist die ,indirekte“ oder ,sekundare*
Frakturheilung, bei der die Frakturenden weiter als ca. 500 um voneinander entfernt sind. Sie
ist durch periostale und endostale Kallusbildung charakterisiert und geht mit einer
flachenhaften Resorption der in der Frakturzone liegenden Knochenenden einher (140: 141.156),
Die sekundare Frakturheilung kann in 5 Phasen unterteilt werden, welche parallel oder zum

Teil Gberlappend ablaufen (s. Abb. 1.1):

Inflammatorische Phase
Intramembranése Osteogenese (periostal)

Chondrogenese

W~

Enchondrale Osteogenese und Remodeling
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Hamatom  Angiogenese

Remodeling

Weicher
Kallus yty
Intramembranotse Enchondrale
Knochenheilung Osteogenese
(@) (b) (c) (d)

Abb 1.1: Schematische Darstellung der Stadien der Frakturheilung; a. Inflammatorische
Phase, b. Intramembranése Osteogenese (periostal), Chondrogenese im Bereich des
weichen Kallus, c. Enchondrale Osteogenese, d. Remodeling (aus Anatomy & Physiology,
Connexions Web site. http.//cnx.org/content/col11496/1.6/, open access 18 Juli 2018.)

Bei der Entstehung einer Fraktur kommt es zu einer Kontinuitatsunterbrechung des Knochens
mit begleitendem Weichteiltrauma und Verletzung der Nachbarstrukturen wie z. B. Gefal3en,
Nerven und Sehnen.

Infolge der Verletzung von Knochen- und KnochenmarksgefalRen kommt es zur Ausbildung
eines Hamatoms, welches sich entlang des kortikalen Knochens oberhalb des Periosteums,
zwischen dem daruberliegenden Weichteilgewebe, ausbreitet. Dadurch kommt es zu einer
lokalen Infiltration von undifferenzierten Entzindungszellen, wie z. B. Makrophagen und
Mastzellen. Letztere rufen durch Sekretion von Histamin und Heparin eine lokale
Entzindungsreaktion mit Kapillardilatation hervor. Dieser Prozess resultiert in der Formation
eines reparativen Granulationsgewebes, welches als externer Kallus bezeichnet wird (124 166),
Weitere mesenchymale Stammzellen des Frakturhamatoms kdénnen durch Sekretion von
verschiedenen Zytokinen, Interleukinen und Wachstumsfaktoren zu Osteo- und
Chondroprogenitorzellen und spater zu Osteoblasten und Chondrozyten ausdifferenzieren.

Die sich neu bildenden Gefalke entspringen hauptsachlich aus den periostalen Gefafen (1
124, 166)

In der Phase der intramembrandsen Ossifikation kommt es ausgehend vom Periost zur
Bildung von Geflechtknochen zunachst in gewisser Entfernung vom Frakturspalt. Die aus den
periostalen mesenchymalen Stammzellen entstandenen Osteoprogenitorzellen
differenzieren weiter zu Praosteoblasten und Osteoblasten, welche durch die Synthese von

Matrixproteinen, wie z. B. Kollagen Typ | fur die Bildung des Osteoids verantwortlich sind (%"
124, 166)
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Wahrend der Chondrogenese ahnelt die Knochenheilung der Knochenformation in der
Wachstumsfuge und zwar kommt es durch die aus pluripotenten Stammzellen entwickelten
Chondrozyten ebenfalls durch die Synthese von Matrixproteinen zu einer verstarkten Bildung

von Knorpelgewebe (169),

Das charakteristische Protein im Knorpelgewebe stellt das Kollagen Typ Il dar, welches aus
dem von den Chondrozyten synthetisierten Prokollagen entsteht. Es besteht aus drei gleichen
as Typ ll-Ketten, die zu einer Tripelhelix formiert sind. Ferner besitzt es einen hohen Anteil an
Hydroxylysin, welches die Verknipfung von Tropokollagenmolekilen der Fibrillen
untereinander ermoglicht ©9),

Die Menge des gebildeteten Knorpelgewebes im Rahmen der Chondrogenese hangt stark
von der Stabilitdt und Gefalversorgung der Fraktur ab. Kommt es zu einer mangelhaften
Gefallversorgung oder zu einer Instabilitat in diesem Stadium, resultiert hieraus eine

vermehrte Knorpelbildung und somit eine verzogerte Frakturheilung (101 124.166),

Im Anschluss an die Chondrogenese wird das gebildete Knorpelgewebe sukzessive durch
neugebildeten Geflechtknochen ersetzt. Parallel dazu kommt es zum Remodeling des Kallus,
d. h. zu einer gleichzeitigen Knochenbildung und Knochenresorption mit Entfernung von
Uberschissigem Gewebe und Ersatz des neugebildeten Geflechtknochens durch lamellaren

Knochen (101, 124, 166)

Fir die experimentelle Untersuchung der Knochenheilung hat sich die Ratte als Versuchstier
etabliert ©10.11.1290)  7Zghlreiche Studien Uber die Wirkung von Wachstumshormon auf die
Knochenheilung sind am Rattenmodell durchgefiihrt worden (2 3 9 10. 1112, 32, 47, 58,71, 72, 78, 104,
109, 115, 128, 142, 145, 146, 151, 154, 157, 161, 174, 179, 185, 188). |nf0|ge dessen |iegen Daten Uber den Ablan
der Knochenheilung vor, auf die im Folgenden naher eingegangen wird.

Die Knochenheilung erfolgt bei der Ratte mit einer zweifachen Geschwindigkeit im Vergleich
zum Menschen (29: In den ersten Stunden nach der Osteotomie kommt es zur
Hamatombildung, wodurch die Inflammationsphase eingeleitet wird. Am 7. Tag ist bei der
Ratte die Inflammationsphase abgeschlossen, der harte Kallus ist bereits geformt
(intramembrandse Osteogenese) und im Bereich des weichen Kallus proliferieren die
Chondrozyten (Chondrogenese). Am 14. Tag beginnt der weiche Kallus zu kalzifizieren
(enchondrale Osteogenese). Ab dem 21. Tag findet sich im Bereich des harten Kallus
weitestgehend Geflechtknochen. Es folgen das Remodeling und die Bildung von lamellarem
Knochen ©4126) (s, Abb. 1.2).
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—

Stadien der Frakturheilung bei der Ratte

I |

a

7 10 14 21
Verlauf der Frakturheilung (Tage)

Abb. 1.2: Zeitliche Abfolge der Heilungsstadien und Untersuchungszeitpunkte am Modell der
Ratte (modifiziert nach Hadjiargyrou 2002)

Die Abfolge der oben beschriebenen Phasen der Frakturheilung hangt stark von allgemeinen
Bedingungen, wie z. B. dem Alter und Gesamtzustand des Patienten, der Lokalisation der
Fraktur sowie stabilisierenden Mallnahmen ab und kann sich Uber mehrere Monate oder
Jahre hinziehen. Bei Stérungen biologischer oder mechanischer Genese kdnnen die anfangs

erwahnten Probleme auftreten, wie in Abb. 1.3 dargestellt.

Abb. 1.3.: Ausbildung einer Pseudarthrose nach Versorgung einer Femurschaftfraktur bei
einer 14-jahrigen Patientin mit einer non-rigid Osteosynthese (ESIN: Elastisch Stabile
Intramedulldre Nagelung) (a.: Laterale Aufnahme, b.: a. p. Aufnahme) (aus dem eigenen
Réntgenbilderarchiv)
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1.3. Wachstumshormon

1.3.1. Struktur und Synthese

Das Wachstumshormon (engl: Growth Hormone, GH) ist ein endogen synthetisiertes Protein,
welches fir das Wachstum des Organismus verantwortlich ist. Ein Uberschuss an
Wachstumshormon im Kindesalter fuhrt zum ,Gigantismus®, einem proportionierten
Riesenwuchs, wahrend ein Mangel an Wachstumshormon oder ein angeborener Defekt der
Wachstumshormonrezeptoren einen Zwergwuchs durch Hemmung des Langenwachstums
zur Folge hat. Selbst im Erwachsenenalter fiihrt ein Uberschuss an Wachstumshormon zur
Ausbildung der sogenannten ,Akromegalie®, als Folge eines vermehrten disproportionallen
Wachstums von Gesichtsweichteilen und Akren @9 114),

Das Wachstumshormon von Menschen und anderen S&ugetieren ist ein aus 191
Aminosauren bestehendes Polypeptid, welches in der Adenohypophyse gebildet wird. Es
weist zwei Disulfidketten auf, dadurch ist die Aminosaurenkette des Hormons in zwei
Schleifen gelegt (s. Abb. 1.4) 69 114),
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Abb. 1.4: Struktur des humanen  Wachstumshormons (Source: PubChem,
https://pbubchem.ncbi.nlm.nih.qov, open access, 18 Juli 2018)

Die Sekretion von Wachstumshormon wird hauptsachlich durch zwei im Hypothalamus
gebildete Polypeptide, das Wachstumshormon-Releasing Hormon (GH-RH) und das
Somatostatin reguliert ¢,
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Das GH-RH, ein aus 44 Aminosauren gebildetes Polypeptid, wird im Nucleus arcuatus und
ventromedialis synthetisiert und induziert die Synthese wund Freisetzung des
Wachstumshormons. Das im Nucleus peri- und paraventricularis gebildete Somatostatin kann
die Freisetzung, jedoch nicht die Synthese von Wachstumshormon hemmen.

Sowohl das GH-RH als auch das Somatostatin gelangen Uber die Blutbahn in die Hypophyse
und regulieren dort die Freisetzung von Wachstumshormon.

Die Produktion von GH-RH wird Uber neurale und humorale Mechanismen reguliert.
Verschiedene Hormone wie z. B. Glucagon, Vasopressin und Glucocorticoide steigern die
Synthese und Freisetzung von GH-RH und damit auch die Freisetzung von
Wachstumshormon. Auch andere physiologische Faktoren, wie z. B. das Alter, der
Ernahrungszustand, das Geschlecht oder auch der Schlaf-Wach-Rhythmus beeinflussen die
Freisetzung von Wachstumshormon “3),

Die Freisetzung von Wachstumshormon tber die Adenohypophyse erfolgt pulsatil in einem
zirkadianen Rhythmus. Die hauptsachliche Freisetzung findet in der Nacht wahrend des

Schlafens statt (%)

1.3.2. Wirkungsweise

Wachstumshormon wird von der Adenohypophyse in den Blutkreislauf abgegeben. Nach
seiner Freigabe kann sich das Wachstumshormon an eines der bisher zwei bekannten
Bindungsproteine binden. Die Bindung des Wachstumshormons an eines der

Bindungsproteine erhoht seine Halbwertzeit von durchschnittlich 7 auf 29 Minuten (%)

Wachstumshormon entfaltet seine Wirkung direkt an der Zielzelle durch Bindung an

spezifische membranstandige Glykoproteinrezeptoren (137,

Die insgesamt komplexe Wirkung des Wachstumshormons wird jedoch nicht nur direkt durch
die Bindung an membranstéandige Rezeptoren, sondern auch durch die Induktion der
Synthese von IGF-I und zum Teil von IGF-Il in der Leber erzielt. Gemal der ,Dual effector
theory” fihren sowohl der direkte Einfluss von Wachstumshormon, als auch sein indirekter
Uber die Induktion der Syntheseaktivitat von IGF-1 in der Leber, zusammen zu einem
gesteigerten Wachstum von Geweben. Dabei unterscheiden sich jedoch der zellulare Wirkort

sowie die Wirkungsart (120.132),
Green erhartete 1985 in einem in vitro Experiment den “direkten GH-Effekt* und bestatigte
ebenfalls den “indirekten GH-Effekt. Es wurde dabei nachgewiesen, dass das GH die

Differenzierung von mesenchymalen Zellen férdert. Das durch das GH freigesetzte IGF-I
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beglnstigt die Proliferation bereits differenzierter Zellen und kann, in seiner Wirkung, das GH
nicht ersetzen. Beide Faktoren stimulieren eine Zellteilung: das GH die von undifferenzierten
Zellen und das IGF-I die von bereits differenzierten Zellen ¢V (s. Abb. 1.5).

%

Epiphyse
r "f +
P-4 4 + ~ IGF-|
Proliferationszone { = Wad =
- ¥ IGF-I
— : GH
+

Hypertrophe Zone /{ ?V’ ,%

‘xﬂ
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Abb. 1.5: Nach Ohlsson et al. stimuliert GH das Ldngenwachstum direkt (iber die Stimulation
von Prédchondrozyten in der Wachstumszone, wéhrend die anschliel3ende klonale Expansion
sowohl von der GH-induzierten lokalen Synthese von IGF-1 als auch von dem GH-induzierten
Anstieg des zirkulierenden IGF-1 im Serum reguliert wird.

Ferner wurde 2004 mit Hilfe eines in vivo Versuchs gezeigt, dass bei vollstandiger IGF-I
Abwesenheit und erhéhtem GH-Spiegel lediglich die Chondrozytenhypertrophie gedrosselt
wird, wahrend bei gleichzeitiger Abwesenheit von GH und IGF-I zusatzlich die
Chondrozytengeneration unterbunden wird, was letztendlich in einem kombinierten Defizit

des longitudinalen Knochenwachstums resultiert (173,

Die Hauptaufgabe vom Wachstumshormon besteht also darin, entweder direkt, oder indirekt
Uber die Induktion der Syntheseaktivitat flr IGF-I und IGF-Il in der Leber oder anderen

Gewebearten, das Kdrperwachstum zu stimulieren (73 120,
Beim Muskelwachstum stimuliert die Freisetzung von IGF-l die Differenzierung von

Myoblasten. Dadurch kommt es sehr haufig unter der Behandlung mit Wachstumshormon zu

einer Gewichtszunahme der inneren Organe. Im Proteinmetabolismus zeigt das
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Wachstumshormon einen anabolen Effekt, da bei Gabe von Wachstumshormon die
Aufnahme von Aminosauren und die Proteinsynthese in den Muskeln angeregt werden @9,
Ein kataboler Effekt vom Wachstumshormon wird insbesondere im Fettstoffwechsel
beobachtet: Die Lipogenese wird unter dem Einfluss vom Wachstumshormon herabgesetzt,
was einen erhéhten Spiegel an freien Fettsduren und einen reduzierten Cholesterinspiegel
zur Folge hat (134,

Die Wirkung vom Wachstumshormon auf den Kohlenhydratstoffwechsel ist komplex.
Wahrend es einerseits die Glucoseaufnahme in peripheren Geweben durch eine
herabgesetzte Insulinempfindlichkeit vermindert und zuséatzlich auch die Gluconeogenese in
der Leber hemmt, fordert es andererseits die Insulinsekretion in den B-Zellen des Pankreas.

Daraus resultiert sowohl ein erhohter Glucose- als auch Insulinspiegel im Blut 29,

Erst vor kurzer Zeit wurde anhand von in vitro Versuchen ferner nachgewiesen, dass das GH
direkt Uber die Syntheseninduktion von Uncoupling Protein (UCP) 2 und 3 am Energie- und
Fettstoffwechsel teilnimmt. Ersteres kommt vor allem im Muskel-, Fett- und Lebergewebe vor,
wahrend UCP 3 das hauptséachliche UCP des Skelettgewebs darstellt 4557,

1.3.3. Andere Wachstumsfaktoren

Die Frakturheilung stellt einen komplexen Prozess dar, welcher der Regulation durch
zahlreiche Wachstumsfaktoren unterliegt. Ihre Wirkung wird Gber Mediatoren entfaltet, welche
sowohl systemisch als auch lokal, endo-, para- oder autokrin wirksam werden.

Fir diverse Wachstumsfaktoren wurden anhand zahlreicher in vivo und in vitro Studien

osteoinduktive und die Frakturheilung beschleunigende Effekte nachgewiesen “8: 145 146, 168),
Insbesondere werden den Wachstumsfaktoren TGF-1 und -2, IGF-I und -ll, PDGF, FGF und

BMP wichtige regulatorische Aufgaben wahrend der Frakturheilung zugesprochen (s. Tabelle
1.1).
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Tabelle 1.1: Wachstumsfaktoren und ihre Wirkungsweise wéhrend der Frakturheilung (mod.
nach Solheim et al. 1998)

Tranforming growth factor beta-1/2 Mesenchymzellen-, Osteoprogenitor-,
TGF B1/-Bs Osteoblastenproliferation, Differenzierung
von Mesenchymzellen zu Chondrozyten,
Synthese von extrazellularer Matrix.
Insuline like growth factor — | /I Osteoblasten- und
Chondrozytenproliferation,

IGF - 171l Knochenformation, Kollagensynthese- und
abbau, Synthese extrazellularer Matrix
Platelet derived growth factor Osteoblasten-, Fibroblasen-,

Mesenchymzellenproliferation, Synthese
extrazellularer Matrix, intramembrantse
Ossification, Chemotaxis

PDGF - AA, BB, AB

Acidic / basic Fibroblast growth factor Chondrozyten-, Osteoblasten-,
a b FGF Mesenchymzellenproliferation,

’ Chondrozytenreifung, enchondrale
Ossifikation, Kollagensynthese

Bone morphogenetic protein Differenzierung von Mesenchym-,

Osteoprogenitorzellen zur Osteoblasten
und Chondrozyten, Aktivierung kortikaler
Osteoblasten, Synthese extrazellularer
Matrix

BMP —-2,3,4,6,7

1.3.4. Einsatz in der Medizin

Das Wachstumshormon wird schon seit mehreren Jahren in der Medizin therapeutisch
eingesetzt, vor allem bei Kindern mit Wachstumshormonmangel, Turnersyndrom oder auch
chronischem Nierenversagen (364,

Mittlerweile wird Wachstumshormon auch bei Erwachsenen mit einem Hormondefizit, wie z.
B. nach einer Hypophysektomie oder Traumatisierung der Hypophyse appliziert. Der anabole
Effekt vom Wachstumshormon kann auch bei kachektischen Zustanden, wie z. B. bei
Krebspatienten oder auch infolge einer schweren Brandverletzung genutzt werden 989,
Ferner scheint die Applikation von Wachstumshormon einen positiven Einfluss bei Frauen mit
Subfertilitdt zu haben, die sich eine Gonadotropin-Therapie unterziehen. Hierbei waren die

erforderlichen Gonadotropingaben geringer ©7),

Wie kann jedoch das Wachstumshormon die Frakturheilung beeinflussen?

Der positive Effekt vom Wachstumshormon auf die Frakturheilung in vivo konnte erstmalig
von Koskinen et al. (1959) demonstriert werden. Bei 15 weiblichen Ratten wurde i. m.
Wachstumshormon verabreicht, was zu einer histologisch nachweisbaren Beschleunigung

der Frakturheilung fiihrte ®%. Seitdem wurde die positive Rolle des Wachstumshormons auf
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die Frakturheilung durch die Ergebnisse zahlreicher in vivo Studien unterstitzt /-8 9. 10. 11,12, 58,
82, 109, 145, 160).

Versuche, den Effekt des Wachstumshormons auf die Frakturheilung am Menschen
aufzuklaren, sind in der Literatur seit Anfang der 70er Jahre bekannt. Misol et al. verglichen
1971 den Serumspiegel von Wachstumshormon gesunder Probanden vs. Patienten mit
verzogerter Frakturheilung. Es wurde nachgewiesen, dass der Wachstumshormon-
Serumspiegel bei den Patienten mit verzogerter Frakturheilung niedriger als bei den
gesunden Probanden war (1)

Raschke et al. haben 2007 die Wirkung des Wachstumshormons in einer randomisierten
kontrollierten Studie untersucht. Hierbei wurden 368 Patienten mit Tibiafraktur, welche sich
einer intramedullaren Nagelosteosynthese unterzogen haben, in vier Gruppen unterteilt. Den
ersten drei Gruppen wurde eine unterschiedliche Dosis von Wachstumshormon verabreicht
(0.01, 0.03 und 0.06 mg/kg Kérpergewicht/Tag) und der vierten Placebo. Der Hauptendpunkt
der Studie war die radiologisch nachweisbare Konsolidierung der Fraktur, welche in der
Gruppe der hdchsten GH Dosis (0.06 mg/kg/d) um 26% friher erreicht wurde. Dieser positive
Effekt bezog sich jedoch lediglich auf die geschlossenen Frakturen, was, nach Auffassung
der Autoren, eventuell auf die langere Heilungsperiode der offenen Frakturen zurtickzufiihren

ist. Lebensbedrohliche Nebenwirkung wurden bei der Studie nicht angegeben (129,

1.4. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Wie erreicht das Wachstumshormon seine positive Wirkung auf die Frakturheilung auf

molekularem Niveau?

Der Effekt des Wachstumshormons auf die in vitro Osteogenese wurde bereits Ende der 80er
Jahre dargestellt. So wurde gezeigt, dass das Wachstumshormon in vitro zur Proliferation der
Osteoblasten und einer Steigerung der Synthese von osteoblastenspezifischen
extrazellularen Matrixproteinen fuhrt (1% 120 Ferner beschrieb Isaksson et al. einen direkten
fordernden Einfluss auf das Langenwachstum, wahrend Madsen et al. in einer weiteren in
vitro  Studie, dem Wachstumshormon eine stimulierende Wirkung auf die

Chondrozytenproliferation zuschrieb 3 99,
Zusammenfassend wird festgestellt, dass das Wachstumshormon einen stimulierenden

Einfluss auf die Proliferations- und Differenzierungsaktivitat osteogener und chondrogener

Zellen hat. Gleichzeitig beeinflusst es positiv die Knochenheilung in vivo.
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Folgende Fragestellungen kénnen formuliert werden:

a. Kommtes wahrend der GH stimulierten Knochenheilung zu einer Veranderung der

Synthesenfahigkeit osteogener bzw. chondrogener Zellen?

b. Wird die GH - stimulierte Knochenheilung durch eine alterierte Genexpression von

knochenzellspezifischen extrazellularen Matrixproteinen charakterisiert?

c. Hat die systemische Verabreichung von GH einen Einfluss auf den

physiologischen Ablauf der Knochenheilung?

1.5. Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war, die Genexpression von Extrazellularen Matrixproteinen wahrend der
frihen Knochenheilung nach systemischer Applikation von Wachstumshormon mit nicht-

radioaktiver In Situ Hybridisierung (ISH) zu untersuchen.

Es sollte die Expression der Extrazelluldren Matrixproteine Kollagen Typ | und Il als Marker
osteoblastarer und chondrogener Zellen, Osteocalcin als Marker osteoblastarer Zellen,
Osteopontin  und Osteonectin als Marker mineralisierender Zellen anhand eines
Rattenosteotomiemodells analysiert werden. Dazu wurde mit Hilfe von Digoxigenin-

markierten Ribonucleinsaurensonden die mRNA der o. g. Proteine dargestellt.

Dadurch sollte der direkte Einfluss von Wachstumshormon auf das Expressionsniveau der o.
g. mMRNA sowie den mRNA exprimierenden Zelltyp untersucht werden.

Die Darstellung des Einflusses von Wachstumshormon auf molekularem Niveau und somit
die Verifizierung seiner Rolle wahrend der frihen Frakturheilung stellen Erkenntnisse dar,
welche dazu dienen sollten, sinnvolle Therapiekonzepte zur Stimulation der Frakturheilung zu

entwickeln.
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2. Material und Methoden

2.1. Tierversuch

2.1.1. Versuchsaufbau

In den Versuch wurden insgesamt 36 Tiere eingeschlossen. Davon ist eine Ratte bei der
Narkoseeinleitung zur Setzung der Osteotomie verstorben, zwei mussten wegen Fraktur bei
der Pineinbringung und zwei wegen Implantatversagen (Pinlockerung) getotet werden. Bei
einer weiteren Ratte waren die Praparatschnitte nach der In Situ Hybridisierung nicht
auswertbar.

Die 30 Versuchstiere, welche ausgewertet werden konnten, wurden fur die semiquantitative
und qualitative Analyse mittels ISH in 2 Hauptgruppen von je n=15 unterteilt und erhielten
eine systemische Applikation von GH bzw. einer Placebo-Substanz. Die histologischen
Analysen wurden zu 3 Zeitpunkten durchgefiihrt. Als Zeitpunkte wurden 7, 14 und 21 Tage
postoperativ festgelegt, um den sequentiellen Ablauf des Heilungsprozesses mit den
charakteristischen Phanomenen erfassen zu koénnen. Dementsprechend wurden pro
Hauptgruppe drei Untergruppen von je n = 5 Ratten gebildet. Ferner wurden am ersten Tag
postoperativ sowie an den Kontrolltagen 7, 14 und 21 ebenfalls postoperativ Gewichts-, Blut-

, und réntgenologische Untersuchungen durchgefihrt.

2.1.2. Tiermodell

Far die Studie wurden ausgewachsene, etwa 6 Monate alte, weibliche Sprague-Dawly Ratten
mit einem Korpergewicht von 300-350 g verwendet (Vertrieb: Charles River Deutschland
GmbH). Ratten sind neben Mausen die am haufigsten verwendeten Tiere fur
molekularbiologische Untersuchungen im Zusammenhang mit osteoinduktiven Faktoren,
dadurch war es mdglich, einerseits bereits vorliegende Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppe
bei der Konzeption und Durchfihrung des eigenen Projekts zu bericksichtigen und
andererseits die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

Die Ratten wurden bei freier Futter- und Wasseraufnahme in Gruppen zu maximal 4 Tieren
in groRraumigen (15 x 20 x 30 cm) Kafigen gehalten. Es wurde ein kunstlicher 12-Stunden
Tag-Nacht-Rhythmus angeboten, die Raumtemperatur betrug 20° C, die Luftfeuchtigkeit
70%.

Die Studie wurde in der tierexperimentellen Einrichtung im Forschungshaus Charité-Campus
Virchow-Klinikum, die Uber vollzeitbeschaftigte Tierarzte und Tierpfleger verfiigt, durchgeflihrt

und vom Landesamt fir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin
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genehmigt (Tierversuchsnummer: G 231/99).

2.2. Operatives Vorgehen

2.2.1. Narkose

o 1-Chlor-2,2,2-trifluorethyldifluormethylether  (Isofluran) Forene® (Abott GmbH,
Wiesbaden, Deutschland)
o Ketaminhydrochlorid Ketavet® (Pharmacia & Upjohn GmbH, Wien, Osterreich)

o Xylacinhydrochlorid, Xylacin 2%, Medistar® (Arzneimittelvertrieb  GmbH,
Holzwickende, Deutschland)

° Narkosegerat (Artec Typ Vet, Stephan GmbH, Medizintechnik Gnadenbach,
Deutschland)

Zunachst wurden die Tiere durch Inhalationsnarkose (1,6 I/min Oz, 0,8 I/min N2O, 5 Vol%
Isofluran) sediert. Hierzu wurden die Ratten in einen mit einem Deckel verschliessbaren
Behalter gesetzt, welcher mit dem o.g. Narkosegerat in Verbindung stand.

Fir eine tiefe und langer anhaltende Narkose wurde dann eine intraperitoneale Injektion von
0,3 ml Ketaminhydrochlorid-Xylacinhydrochlorid-Gemisch ~ im  Verhaltnis  1,5:1
(Ketaminhydrochlorid 80 mg/kg, Xylazinhydrochlorid 12 mg/kg, 2 I.E.) entsprechend dem

Korpergewicht des Tieres angewandt.

2.2.2. Blutabnahme

o Heparinnatrium Liquemin (R) N25 000 000 (Roche, Grenzach, Whylen, Deutschland)
° Hamatokrit-Kapillaren 75mm / 60 pl

° Eppendorfreaktionsgefale 1,5 mi

° Dexpanthenol, Panthenol-Augensalbe (Jenapharm, Bibrach / Riss, Deutschland)

Die Blutabnahmen erfolgten immer préaoperativ und an den Kontrolltagen (7, 14 und 21 Tage
postoperativ).

Dabei wurde beim narkotisierten Tier 1 ml Blut nach Punktion des retrobulbdren Venenplexus
mit einem heparinisierten Kapillarréhrchen abgenommen. Am Ende der Blutabnahme wurde
das Auge, nach Blutstillung durch leichte Druckausibung am medialen Augenwinkel, mit

Panthenol-Salbe zur Erleichterung und Beschleuning der Augenheilung vollsténdig bedeckt.
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2.2.3. Operationsdurchfiihrung

o OP — Besteck:
- Einmal-Skalpell No 15; Hautfaden 4-0. Prolene® nichtresorbierbar (Ethicon,
Norderstedt, Deutschland)
- Vier Kirschnerdrahte aus Stahl (1,25 mm Durchmesser, Synthes® USA);
Fixateur Externe (28 mm Lange, Eigenanfertigung); Diamantsage (0,3 mm Dicke, 16
mm  Durchmesser, Bauhaus, Berlin Deutschland); Osteotomieschablone
(Eigenanfertigung)

- Schere; Abstandshalter; Zange; Haken; Nadelhalter; Pinzette

. Gerate:
- Bohrmaschine (Bauhaus, Berlin Deutschland); Bohrer (1,0 mm Dicke,
Bauhaus, Berlin Deutschland)
- Kilomat-Prazisionswaage (Sartorius, Géttingen, Deutschland); Elektrorasierer;

Warmematratze

o Sonstiges:
- Thioglykolsaure, Pilca® (Enthaarungscreme) (Schwarzkopf & Henkel,

Dusseldorf, Deutschland)

- Desinfektionsmittel, Sterilium®

- Natriumchlorid 0,9 % (B | Braun®, Melsungen, Deutschland)

- 1 ml Einmalspritzen; Sterile Handschuhe; Sterile Tupfer; Steriles OP — Tuch;
Sprupflaster; Edding: Schwarz, rot, griin, blau zur Markierung bzw. Nummerierung der

Tiere

Praoperativ wurde die Ratte durch Inhalationsnarkose sediert und durch intraperitoneale
Injektionsnarkose anasthesiert (siehe Kapitel 2.2.1). Nach Gewichtsbestimmung und
Nummerierung des Tieres wurde aus dem retrobulbaren Venenplexus 1 ml Blut abgenommen
(siehe Kapitel 2.2.2)

Zur Operationsvorbereitung wurde zunachst das linke Hinterbein des Versuchstieres rasiert
und mit Enthaarungscreme von den restlichen Haaren befreit. Dann wurde die gesamte linke
Halfte mit Sterilium desinfiziert und das Tier auf eine sterile Unterlage in Rechtsseitenlage mit
Unterstitzung des linken Beines gebracht. Der Eingriff fand unter aseptischen Bedingungen
statt.

Der 28 mm lange Fixateur externe wurde mit Hilfe von vier gewindetragenden
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Kirschnerdrahten (1,25 mm Durchmesser) an das Femur angelegt. Nach einem Hautschnitt
Uber die gesamte Lange im tastbaren Verlauf des Femurs erfolgte zunachst ein stumpfes
Vorpraparieren, unter Schonung des Periosts und der umgebenden Weichteile, bis zur
volligen Darstellung des Femurs zwischen der Beuger- und Streckerloge.

Mit einem 1,0 mm dicken Bohrer wurde dann der proximale Pinkanal monokortikal in den
Trochanter minor gebohrt. In diesen wurde der erste Kirschnerdraht in 45° anterolateral,
rechtwinklich zur Femurachse eingebracht. Die Bohrung des distalen Drahtkanals erfolgte
nach Montage des Fixateurs am proximalen Draht, unter visueller und manueller Kontrolle
der Lage und Markierung der Drahtinsertionsstelle. Nach der Bohrung des distalen
Drahtkanals wurden die Fixateurschrauben gelockert und der distale Draht manuell
eingebracht. Dem entsprechend erfolgten die Bohrung und das Einbringen der beiden
mittleren Drahte Uber den proximal und distal befestigten Fixateur. Der Fixateur wurde dann
in Hohe einer Fixateurbreite festgestellt und die Uberstehenden Drahte wurden knapp Uber
dem Fixateur abgekniffen.

Um die Weichteile von der Osteotomiestelle fernzuhalten, wurden zwei Haken in Schaftmitte,
medial und lateral des Femurs eingesetzt. Durch Herunterschieben an den vier Drahten
erfolgte dann das Einsetzen der Osteotomieschablone, die der Gewahrleistung einer
reproduzierbaren und standardisierten Osteotomie diente (Abb. 2.1). Die Osteotomie wurde
unter Kihlung mit einem 0,3 mm dicken Diamantsageblatt (Durchmesser 16 mm)
durchgeflihrt. Nach Kontrolle der Vollstandigkeit der Osteotomie wurde das Operationsgebiet
gespllt und die Haut mit 4,0 mm nichtresorbierbarem Nachtmaterial in Einzelknopftechnik
zugenaht. Zuletzt wurde die Hautnaht grindlich desinfiziert und mit einem

Spruhpflasterverband versehen.

Abb. 2.1: /ntraoperative Aufnahmé--hzéhwurchmhrung der 0,3mm breiten Osteotomie.
Darstellung des montierten Fixateur externe und der Schablone.
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2.2.4. Rontgen

° Réntgengerat Siemens Réntgenstrahler Model No 6077379 X037E (Siemens AG,
Muinchen, Deutschland)

o Rontgenkassette Cronex Cassete Quanta Detail 24 x 30 cm (Fa. Du Pont de Nemours,
Bad Homburg, Deutschland)

. Entwickler

Am Ende der Operation sowie an den Kontrolltagen (7, 14 und 21 Tage postoperativ) wurden
am anasthesierten Tier Rontgenkontrollen des operierten Beins in 2 Ebenen (axial und a.p.)
durchgefihrt. Fir die laterale Aufnahme wurde das Tier mit dem Bauch auf die Réntgenplatte
gelegt und das operierte, linke Bein mithilfe einer Schablone abduziert und leicht
aussenrotiert. Fur die p.a. Aufnahme wurde das linke Rattenbein mit Hilfe einer Schablone
um 90 Grad gedreht, so dass der Calcaneus senkrecht zur Roéntgenplatte stand. Die
Roéntgenaufnahmen erfolgten mit einer Strahlenharte von 55 kV und einer Belichtungszeit von
2,2 mA, wobei der Abstand des Roéntgengerats von der Platte 60 cm betrug. Nach
Durchfihrung der Rontgenaufnahme wurde die Position des Tieres auf der Réntgenplatte mit

seiner Nummer markiert (Abb. 2.2).

Abb. 2.2: Postoperative Nativréntgenaufnahmen: a. anterior-posteriore Ebene, b. axiale
Ebene.

2.2.5. Postoperative Versorgung

Nach der Operation wurde das Tier in einen K&fig verbracht, welcher mit einer Warmelampe

ausgestattet war. Wasser und Futter wurden sofort nach dem Aufstehen angeboten. Dem Tier
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war es gestattet, sich nach dem Aufstehen frei zu bewegen. Schon am Ende des
Operationstags wurden die am selben Tag operierten Tiere in Gruppen zu maximal 4 Tieren
in 15 x 20 x 30 cm grosse Kafige verbracht und in ihre gewdhnte Umgebung zurlickgebracht.
Es wurde kein Schmerzmittel verabreicht, da die Tiere schon kurze Zeit nach dem Aufwachen

in der Lage waren, das Bein ohne samtliche Beeitrachtigungen voll zu belasten.

2.3. Versuchsgruppen: rh Growth Hormone vs. Placebo

Es wurden insgesamt zwei Hauptgruppen von je n = 15 Ratten gebildet:

Gruppe | : Placebo (NaCl, s. c.)

Gruppe ll:  Rekombinantes Humanes Wachstumshormon (rhGH) (3 mg/ kg/ d, s. c.) (Novo
Nordik, Danemark)

Zeitpunkte der Tétungen: 7, 14 und 21 Tage post operativ

n = 5 pro Gruppe und Zeitpunkt

Insgesamt wurden 30 Ratten semiquantitativ und qualitativ mittels In Situ Hybridisierung

untersucht.

2.3.1. Herstellung der rh-GH Injektionslosung

Der Arbeitsgruppe wurde ein rekombinantes, humanes Wachstumshormon (rhGH) der Firma
Novo Nordik (Danemark) zur Verfigung gestellt. Zuerst wurde das rhGH Trockenpulver in
Mengen a 100 mg aliquotiert und in sterilen Gefaflen im Kihlschrank bei 4° C aufbewahrt.

Ziel war die Herstellung einer Injektionslésung mit einer Konzentration von 3 mg/ml GH in
Phosphatpuffer. In 33,3 ml 10mM Phosphatlésung wurden jeweils 100 mg rhGH geldst, so
dass eine Konzentration von 3mg/ml rhGH entstand. Da jedes Tier zwei mal am Tag 3 mg
rhGH/kg Koérpergewicht bekam, wurden der Gewichtsklasse entsprechend 1 ml Spritzen
aufgezogen, bei -80°C gelagert und bei Bedarf aufgetaut. Der Kontroll-Gruppe wurde die
entsprechende Menge isotone Kochsalzlésung (Friesenius, Bad Homburg) zwei Mal taglich

appliziert.

2.3.2. Systemische Applikation

Die Applikation des rhGH erfolgte entsprechend dem zirkadianen Rhythmus des
physiologisch ausgeschitteten GH zwei mal taglich (zwischen 08:00 bis 10:00 Uhr und 16:00
bis 18:00) subkutan in den Nacken des Versuchtieres. Parallel dazu erfolgte die Applikation
von aquivalenten NaCl-Mengen bei den Tieren der Placebogruppe. Die erste Injektion erfolgte

am ersten postoperativen Tag.
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Vor der Applikation erfolgte immer eine griindliche Desinfektion der Injektionsstelle und des

Bereichs unterhalb des Fixateurs zur Vermeidung von Infektionen.

2.4. Gewebepraparation

2.4.1. Gewebeentnahme und Fixation

° Totungsbesteck:

- s. Operationsbesteck (siehe Kapitel 2.2.3.)

. Gerate:
- Entwasserungsautomat (HiTec(R) Gewebeeinbettautomat "1500" Typ
DDm-P800, Busek, Deutschland)
- Einbettungsmaschine (Leica, Solms, Deutschland)

o Sonstiges:
- Kaliumchlorid 14,9% (B | Braun®, Melsungen, Deutschland); 4%
Paraformaldehydldsung (s. unten Herstellung der Gebrauchslésungen); 0,36 M
EDTA, gepuffert (Herbeta®, Berlin, Deutschland); Paraffin (Sigma®, Deisenhofen,
Deutschland)
- Butterfly Nadel; 10 ml Einmalspritzen

Die Tiere wurden zunachst entsprechend dem o.g. Andsthesieschema narkotisiert und nach
Desinfektion auf eine sterile Unterlage gebracht. Nach einem Hautschnitt entlang des
Sternums wurde das Zwerchfell eréffnet und durch eine direkte intrakardiale Punktion mithilfe
einer Butterfly Nadel 2 x 1,5 ml Blut entnommen. Uber diese Nadel wurden dann 10 ml KClI
verabreicht und nach Feststellung des Todes (Atemstillstand, Herstillstand, vollige
Muskelrelaxation) wurden die Tiere mit ca. 100 ml 4% Paraformaldehydlésung perfundiert.
Der linke Oberschenkelknochen wurde nach Freipraparieren und Exartikulation des Hiift- und
Kniegelenks entnommen und in 4% Paraformaldehydldsung Gber Nacht fixiert. Anschliel3end
wurden die linken Femora in EDTA flr zwei Wochen bei Raumtemperatur dekalzifiziert und
mit Hilfe eines Entwasserungsautomaten dehydriert. Im Anschluss daran wurden die

Praparate achsengerecht in Paraffin eingebettet.
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2.4.2. Schnittanfertigung

° Objekttrager (Menzel, Deutschland)
o Geréte:
- Mikrotom (Leica RM 2035, Solms, Deutschland)

Aus den in Paraffin eingebetteten linken Femora wurden schliel3lich mit Hilfe eines Mikrotoms
4 uym dicke Serienschnitte angefertigt, die dann auf silanisierte Objekttrager stets mit den
Femurcondylen zur Beschriftungsflache aufgezogen wurden. Die Objekttrager wurden mit
fortlaufenden Nummern versehen, um spater die Schnittebenen der Praparate besser
beurteilen zu kénnen. Die Praparate wurden anschliessend zum Aushéarten der Schnitte fir

einen Tag im Brutschrank bei 37°C getrocknet und den weiteren histologischen

Untersuchungen zugefuhrt (s. Abb. 2.3).

Abb. 2.3: Schnittanfertigung: Die linken Rattenfemora wurden geschnitten und auf
Objekttrager aufgetragen. Bevor sie in der In Situ Hybridisierung Verwendung finden, werden
sie ausgehartet, indem sie flir einen Tag im Brutschrank bei 37°C getrocknet werden

2.5. In Situ Hybridisierung
2.5.1. Allgemeines
Die semiquantitative und qualitative Analyse erfolgte mittels der Technik der nicht-

radioaktiven In Situ Hybridisierung mit Digoxigenin markierten mRNA Sonden. Somit war es
moglich, nicht nur die Genexpression verschiedener mRNA Sequenzen im intakten
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histologischen Gewebeschnitt zu lokalisieren, sondern auch die an der Knochenheilung
beteiligten Zellen zu charakterisieren.

Zur Charakterisierung der Knochenmatrixsynthese und Phanotypisierung osteogener und
chondrogener Zellen, sowie zur Beurteilung einer méglichen Veranderung ihrer Proliferation
und Differenzierung wahrend der GH-stimulierten Knochenheilung wurde die Genexpression
fur kollagene (a1 Kollagen Typ | als Marker osteoblastarer Zellen und a1 Kollagen Typ Il als
Marker chondrozytarer Zellen) und nicht-kollagene (Osteopontin, Osteocalcin und

Osteonectin) extrazellulare Matrixproteine analysiert und untersucht.

2.5.2. Herstellung der mRNA-Sonden

Zur Herstellung der mRNA Sonden lagen plasmidgebundene cDNA-Sequenzen vor, welche
fur a4 Kollagen Typ |, as Kollagen Typ Il, Osteocalcin, Osteopontin und Osteonectin kodieren.
Es handelte sich um:

1. Murines a1 Kollagen Typ |, Lange 321 bp, kloniert in pBluescript SK (-) und
murines a1 Kollagen Typ Il, Lange 405 bp, kloniert in pBluescript SK (-),
murines Osteopontin, Lange 1,2 Kb, kloniert in pBluescript SK (-),

murines Osteonectin, Lange 1,0 Kb, kloniert in pBluescript SK (-) und

o > N

rattenspezifisches Osteocalcin, Lange 470 bp, kloniert in pBluescript SK (-).

Die DNA-Sequenzen flr a; Kollagen Typ | und Il wurden uns von Thomas Aigner (Abteilung
fir Pathologie, Universitdt Erlangen) (%, und die fur Osteopontin, Osteocalcin und
Osteonectin von Shintaro Nomura (Abteilung fiir Pathologie, Osaka University) 6% 118.143) zyr

Verfligung gestellt.

Zunachst wurden die entsprechenden cDNA-Sequenzen mittels PCR amplifiziert, um sie in

ausreichender Menge verfligbar zu machen.

2.5.21. PCR der cDNA-Sequenzen

o Material:

- Plasmidgebundene cDNA-Sequenzen fir ai Kollagen Typ | und Il, Osteopontin,
Osteonectin und Osteocalcin,

- Nucleotid Mix: Desoxynucleosidetriphosphate Set, PCR Grade (Roche®,
Deutschland)

- Thermo Pol Buffer (New England Biolabs®, USA)

- Spezifische Primer (s. Tab. 2.1) (Metabion, Deutschland)

- Vent DNA-Polymerase (2000 U/ml) (New England Biolabs®, USA)
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- Phenol-Chloroform (Gibco BRL, England),

- Lithium-Chlorid (Merck, Deutschland)

- HxO dest. (Milipore, USA), verschieden prozentig EtOH (Merck, Deutschland),
Agarose (Gibco BRL, England)

- DNA-Langenstandard (0,07 — 12,2 kb, Boehringer Ingelheim, Deutschland)

- PCR - Tubes 0,5 ml (Eppendorf, Deutschland)

o Gerat:
- PCR Gerat (PTC-200, Peltier Thermal Cycler, MJ Research, USA)

e Durchfihrung:
Hierfir wurde ein Reaktionsansatz, bestehend aus dem jeweiligen Plasmid (2ul), dem

Nucleotid Mix (10ul), der Vent-DNA-Polymerase (2ul, 1:10 verdinnt in Aqua dest. = 0,2 U/ul)
und den vektorspezifischen Primern (je 2 ul) in PCR-Tubes vorbereitet und mit Aqua dest. auf

50 ul aufgefiillt.

Die Tubes wurden ins PCR-Gerat gestellt und das fir die jeweilige Probe spezielle PCR-
Programm gestartet. Im ersten Zyklus wurde eine langere DNA-Denaturierung (/nitialisierung:
10 Min. bei 95°C) zur Lésung der DNA-Basenpaarungen sowohl der Matrizen als auch der
Primer und anschlieRend 30 PCR-Zyklen durchgefiihrt, welche jeweils mit einer kiirzeren

DNA-Denaturierungsphase begannen (30 Sek. bei 95°C).

Nach der Denaturierung folgte die Hybridisierung von Primern mit der Matrizen cDNA
(primerannealing). Um die korrekte Hybridisierung der verschiedenen, vektorspezifischen
Primer an den Flanken der zu replizierenden und in das Plasmid einklonierten cDNA-Sequenz
zu gewahrleisten, ist die Wahl der richtigen Hybridisierungstemperatur (Th) wichtig. Diese
hangt einerseits von der Lange der cDNA-Sequenz und andererseits von der Art der Basen
ab. So kamen bei den PCRs mit a; Kollagen Typ I, ai Kollagen Typ Il, Osteopontin,

Osteocalcin und Osteonectin unterschiedliche Primer zum Einsatz (s. Tab. 2.1).

34



Material und Methoden

Tab. 2.1: Ubersicht (iber die verwendeten PCR-Primer:

Bezeichnung Forward primer Reverse Primer GroRe | Annealing Verd.
(bp) temperature

a1 Kollagen Typ | | Ggtgaacagggtgttcctgg Ttcgcaccaggttggeccatc | 503 56°C 1:100

a1 Kollagen Typ Il | Acatgtcagcctttgctggce catggtctctccaaaccaga | 404 56°C 1:100
(3521-3540) (3905-3924)

Osteopontin Gaaactcttccaagcaattc ggactagcttgtcctigtgg 589 56°C 1:50
(280-299) (850-869)

Osteocalcin Cagacaagtcccacacagca | ctttattttggagctgcetgt 456 53°C 1:50
(4-23) (440-459)

Osteonectin cccttgtttaaaatgtttgg tgggagtctgtcatgtgtge 525 53°C 1:50

Bei dem letzten Zyklusschritt kam es dann zur Bindung der Vent-DNA-Polymerase an den
kurzen Doppelstrang, der durch Bindung des Primers an einen Matrizen-DNA-Einzelstrang
entstanden ist. Diese amplifiziert die gewlinschten cDNA Abschnitte.

Nach Beendigung der 30 Zyklen wurde die cDNA mittels Phenol-Chloroform (Verhaltnis 1:1)
extrahiert und tiber Nacht bei -20°C (4 M Licl, 100% EtOH) ausgefallt. Der Uberstand wurde
dann durch Zentrifugation mit 70% EtOH aufgereinigt. Die amplifizierte cDNA wurde nach
Lufttrocknung in 25 pl aqua bidest. aufgenommen. Schlie8lich wurden damit Agarosegel-

Elektrophoresen zur Qualitatskontrolle durchgefuhrt (s. Abb. 2.4)

Abb. 2.4.: Standard 1% Agarosegel mit PCR- und Transkriptionsprodukten (T) . Die Slots
befinden sich im ober en Bildrand, d.h. Laufrichtung der cDNAs und RNAs von oben nach
unten. 1. a; Kollagen Typ Il cDNA (PCR), 2. a; Kollagen Typ Il a-s RNA (T), 3. DNA-
Ldngenstandard, 4. a; Kollagen Typ | cDNA (PCR), 5. DNA-Lé&ngenstandard, 6. a+ Kollagen
Typ | a-s RNA (T)
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2.5.2.2.  In Vitro Transkription und Herstellung der Dig - mRNA

Die PCR-cDNA-Produkte wurden in mRNA transkribiert und gleichzeitig mit Digoxigenin
markiert. So entstanden die Digoxigenin-markierten mRNA-Sonden, welche fur die In Situ

Hybridisierung eingesetzt wurden.

o Material:

-  PCR-cDNA-Produkte von a; Kollagen Typ |, a: Kollagen Typ Il, Osteonectin,
Osteocalcin und Osteopontin

- Dig-UTP-RNA Labeling Mix (10fach konzentriert, Roche®, Deutschland)

- T3 und T7 RNA Polymerasen (Roche®, Deutschland)

- Transkriptionspuffer (Roche®, Deutschland), 0,5 M EDTA (pH=8,0, Gibco BRL,
England), 4 M LiCl (Merck, Deutschland), EtOH (Merck, Deutschland), autokl. Aqua
dest (QPAK — Millipore, USA), DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat, Sigma, Deutschland)

- Wasserbad, Haake P2I (Hanke, Deutschland)

e Durchfihrung:
Zur in Vitro Transkription der PCR-cDNA-Produkte wurden die vier Nukleotide dATP, dCTP,

dGTP und dUTP (teilweise als Digoxigenin-11-UTP) und die RNA-Polymerasen T3 und T7
eingesetzt. Die Polymerasen wiesen komplementare Leserichtungen auf und wurden so
eingesetzt, dass pro Ansatz entweder eine “anti-sense” (a-s) oder eine “sense’-RNA-Sonde
entstand.

Die “anti-sense” Sonde ist immer der nachzuweisenden mRNA komplementar und dient in
der Hybridisierungsreaktion als Nachweissonde. Die “sense” Sonde ist der mMRNA homolog,
kann somit mit ihr nicht hybridisieren und wird deshalb bei der In Situ Hybridisierung als
Negativkontrolle eingesetzt.

Die T3 RNA-Polymerase wurde bei der Transkription eingesetzt, um fir a; Kollagen Typ | und
Il sowie fur Osteopontin die “anti-sense” Sonde und fiir Osteocalcin und Osteonectin die
“sense” Sonde zu erhalten. Stattdessen entstand beim Einsatz der T7 RNA-Polymerase fur
Osteocalcin und Osteonectin die “anti-sense” Sonde und fir a4 Kollagen Typ I, -ll und
Osteopontin die “sense” Sonde.

In autoklavierten Eppendorf-Reaktionsgefallen wurde ein Ansatz aus 2 pl des PCR-
Produktes, 12ul DEPC-HO, 2 pl Transkriptionspuffer, 2 ul der entsprechenden RNA-
Polymerase und 2 pl Dig-UTP-Labeling-Mix vorbereitet. Die Transkription lief im Wasserbad
ab (2 h bei 37°C). Die Reaktion wurde anschliellend mit 0,5 M EDTA, 4 M LiCl und 100%
EtOH abgestoppt und die RNA Uber Nacht bei -20°C ausgefallt. Die gefallte RNA wurde durch
Zentrifugieren mit 70% EtOH aufgereinigt und nach Lufttrocknung in 50ml DEPC- H-O bidest.

36



Material und Methoden
aufgezogen. Die DEPC Behandlung wurde durchgefiihrt, um eventuell vorhandene RNAsen
zu inaktivieren, so dass eine Beschadigung der Transkriptionsprodukte vermieden wird.

Zur Qualitatskontrolle wurden Agarosegel-Elektrophoresen von den Transkriptionsprodukten
durchgeflhrt (s. Abb. 2.4).

2.5.3. Herstellung der Gebrauchslésungen, Materialien und Gerate:

¢ 10 x PBS — Puffer (Phosphate-Buffered Saline)

- NaCl 4009
- NazHPO..H,0O 89¢g
. KH:PO. 129
- KCI 109

ad 5| H2O bidest.
= Mischen

= pH auf 7,4 einstellen

e Tris-HCI
- 121,1 g Tris-Puffer (DAKO, Hamburg, Deutschland)
in 800 ml H20 I6sen
- 70 ml 37% HCI

ad 1| H.O bidest
= Mischen

= pH auf 7,4 einstellen

e 4% Paraformaldehydlésung (PFA)
- 8 g Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland)
- 150 ml H>O dest.

= Mischen
= Unter Abzug auf 60°C erhitzen

= Filtrieren

- 20 ml 10x PBS dazugeben
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ad 200 ml H20O bidest
= Mischen
= pH auf 7,4 einstellen

= auf 4 C abkihlen lassen

e TE - Puffer
- 2ml 1 M Tris - HCI (pH = 7,4)
- 0,4 ml 0,5 M EDTA (pH = 8) (Herbeta, Berlin, Deutschland)

ad 200 ml H20
= Mischen

o TEA - Puffer
- 100 ml 1M TEA (Triethanolamin)-Lésung (Merck-Deutschland)

= ad 11 H0 bidest
= pH auf 8 einstellen

e 20 x SSC (Sodiumchlorid — Sodiumcitrate)
- NaCl 525,99
- NaCitrat 441,0g

ad 3 |1 H20 bidest

o Prahybridmix
- 1 ml 20 x SSC
- 5 ml 100% deion. Formamin
- 4 ml H2O bidest.

= 10 ml Lésung

¢ Denhard’'s (50x)
- 0,5 g Ficoll 400
- 0,5 g Polyvinylpyrolidon (MW = 40.000 kD)
- 0,5 g BSA
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= in 50 ml DEPC H.O sterilfiltrieren
= a 10 ml aliquotieren

= einfrieren

Grundmix (10 x)
- 2 ml 1M Tris — HCI (pH = 7,4) (Sigma, Deutschland)
- 200 pl 0,5M EDTA (pH = 8) (Gibco, England)
- 2 ml 50x Denhardt's (Sigma, Deutschland)
- 2 ml tRNA 25 mg/ml
- 1 ml Hering Sperm DNA 10 mg/ml (Roche, Deutschland)
- 2,8 ml DEPC H;0

= a1 ml aliquotieren

2M DDT (Dithiolthreitol)
- 3,09 g DDT (Sigma, Deutschland)
- 33,3 ul 3M Na-Acetat (pH = 5,2) (Sigma, Deutschland)

ad 10 ml H20 bidest.

= sterilfiltrieren

Hybridmix
- Berechnung der erforderlichen Sondenlésung:
Das Gesamtvolumen der Sondenlésung wurde nach dem Protokoll von Prof. Vogel
(Institut fur Pathologie, Campus Virchow Klinikum, Berlin) berechnet:
Zahl der zu untersuchenden Schnitte pro Sonde: (A)
Erforderliches Volumen pro Schnitt: (B)/ul
Gesamtvolumen (C) : (A) x (B + 5) = (C)

- 50% deionisiertes Formamid (Sigma, Deutschland)

- 1 M Tris HCL, pH = 7,5 (Sigma, Deutschland)

- 0,5 M EDTA, pH = 8 (Gibco, England)

- 50x Denhardt’'s 1 mg/ml (Sigma, Deutschland)

- Hering Sperm DNA (10 mg/ml) (Roche, Deutschland)
- 5 M NaCl

- 2MDTT
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- 50% iges Dextransulfat (Sigma, Deutschland)
- 4 ng RNA-Probe/ul Hybridmix (= Sonde)

= 3 Minuten auf 100°C erhitzt (Linearisierung der RNA)

= 5 Minuten auf Eis (Stabilisierung der RNA in linearisierter Form)

e Puffer 1
- 20 ml 1M Tris — HCI (pH = 7,4)
- 5 ml 5M NaCl

ad 200 ml H.O bidest.
= Mischen

¢ Modifiziertes Blocking Medium (Puffer 2)
- 2 g 1% Blocking Reagenz (Boehringer Ingelheim)
- 200 ml Puffer 1

4

im Wasserbad auf 50° C erwarmen

4

vortexen
= abkulhlen lassen
- 1 g 0,5% BSA dazugeben

= Mischen

e Puffer 3
- 25 ml 1M Tris - HCI
- 5 ml 5M NaCl (Merck, Deutschland)
- 12,5 ml 1M MgCl, (Merck, Deutschland)

ad 250 ml H20O bidest
= Mischen

o Entwicklungspuffer
- 10 ml Puffer 3
- 35 pl NBT (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)

- 2,5 mg Levamisol (Sigma, Deutschland)
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- 35 ul X-Phosphat (Boehringer Mannheim, Deutschland)

= Mischen

= Falcon mit Alufolie umgeben (Lichtschutz)

Puffer 4
- 20 ml 1M Tris — HCI (pH =7,4)
- 0,4 ml 0,5M EDTA

ad 200 ml H20 bidest
= Mischen

Sonstige Materialien:

Anti — Digoxigenin — AP, Fab Fragmente (Roche®, Deutschland)
Proteinase K (Merck, Deutschland)
Rnase T1( 2ul/ 100 ml = 2 U/ml) (Boehringer Ingelheim, Deutschland)
autokl. Aqua bidest (QPAK, Millipore, USA)
Verdinnungsreihe Xylol (Merck, Deutschland) — EtOH (Merck, Deutschland):
- 100% Xylol
- 100% unvergallter Ethanol
- 96% unvergallter Ethanol
- 70% unvergallter Ethanol
Triton X-100 (Sigma, Deutschland)
Erlenmeyerkolben, 1L, 2L, 5L
Glassgefasse
Objekttrager-Schiffchen
Eppendorf-Pipetten, Pipettenspitzen, Eppendorf — Reaktionsgefalie (1,5 ml), Falcon
Rohrchen, 10 ml
Feuchte Kammer
Parafilm M (American National Can, Chicago, USA)
Sterile Filter, Alufolie, Deckglaser, 24 x 60 (Menzel, Deutschland)

Geréte:

pH — Meter pH 320 (WTW, Weilheim, Deutschland)

Geeichte Prazisionswaage (Sartorius, Géttingen, Deutschland)
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2.5.4.

1. Tag:

1)

3)

4)

8)

9)

Material und Methoden

Ruttler (Karl-Knecht GmbH, Sondheim, Deutschland)
Mikroskop (Leica DMRB, Deutschland)

Abzug, Trockenschrank, Kihlschrank

Durchfiihrung der In Situ Hybridisierung

Hybridisierung

Schnitte entparaffinieren:
= Schnitte fur 30 min. Trocken in einer Kuvette im Inkubationsofen bei 55° C
erwarmen, dann:
a. 2x 10 min. 100% Xylol
Schnitte rehydrieren:
a. 2 x5 min. 100% unvergallter Ethanol
b. 5 min. 96% unvergallter Ethanol
c. 5 min. 70% unvergallter Ethanol
= Waschschritt: 2 x 5 min. H20 dest.
Deproteinieren (zur Inaktivierung endogener Enzyme, z. B. der Alkalischen
Phosphatase):
a. 20 min. 0,2 M HCI
= Waschschritt: 2 x 5 min. 1 x PBS
Permeabilisieren (Erhéhung der Permeabilitat des Gewebes fir die mRNA Sonde):
a. 15 min. 0,3% Triton X-100 in 1 x PBS
= Waschschritt: 3 x 5 min. 1 x PBS
Deproteinieren:
a. 30 min. Proteinase K bei 37° Cin 1x TE
Stopp der Wirkung der Proteinase K:
a. 1x5min. 0,2 % Glycin
= Waschschritt: 2 x 5 min. 1 x PBS
Nachfixieren (zur Aufrechterhaltung der Gewebemorphologie):
a. 15 min. frisches PFA bei 4 C
= Waschschritt: 3 x 5 min. 1 x PBS
Acetylieren (zur Vermeidung unspezifischer Bindungsreaktionen der RNA-Sonde):
a. 2x5min. 0,1 M TEA mit 750 pl Essigsaureanhydrid in 200 ml Losung
= Waschschritt: 2 x 5 min. 2 x SSC
Prahybridisieren (zur Vermeidung unspezischer Bindungsreaktion der RNA-Sonde) :

= Prahybridmix auf die Schnitte auftragen,
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= Schnitte in die feuchte Kammer legen,

= 30 min. Inkubation im Trockenschrank bei 50°C.

10) Hybridisieren:

2. Tag:

= Schnitte abtropfen lassen,

= 150 ul Hybridmix / Schnitt auftragen,
= Eindeckeln mit Silicon-Deckglaschen.
=

In feuchter Kammer fiir 16 h bei 50°C in den Trockenschrank stellen.

Stringenzerh6hung / Detektion

1) Waschen (Zur Entfernung der nicht oder unspezisch gebundenen Sonde):

2)

= Kuvetten und Ldsungen zunachst auf 50°C im Wasserbad aufwarmen, erst
dann Schnitte aus dem Trockenschrank entfernen.

Schnitte kurz in 2 x SSC bei 50°C abwaschen zum Abdeckeln, dann:

30 min. 2 x SSC bei 50°C

30 min. 1 x SSC bei 50°C

30 min. 1 x SSC / 50% Formamid bei 50°C

30 min. 0,5 x SSC / 50% Formamid bei 50°C

30 min. 0,1 x SSC / 50% Formamid bei 50°C

-~ 0o o0 T o

RNAse Behandlung (zum Abbau unvollstdndig entfernter oder nur teilweise
hybridisierter, ssRNA):
a. 15 min. 2 U/ml Rnase T1in 2 x SSC, 1 mM EDTA, pH =8

Waschen:
a. 30 min. 0,1 x SSC bei 47°C
b. 10 min. 2 x SSC bei Raumtemperatur

c. 5 min. Puffer 1 bei Raumtemperatur

Blocken (zur Vermeidung unspezifischer Bildungsreaktionen des Digoxigenin-
Antikorpers):

= Schnitte kurz abtropfen lassen,

= Modifiziertes Blocking Medium auftragen,

= in eine feuchte Kammer legen,
=

1 h bei -20°C inkubieren lassen.
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5) Dig — Detektion:

= a-Dig-AP, Fab Fragmente (Antikdrper gegen das bei der in Vitro Transkription
in die RNA-Sonde eingebaute Digoxigenin) in einer 1:1000 Verdinnung im
Modifizierten Blocking Medium l6sen (z. B. 1 pl a-Dig-AP, Fab Fragmente in
999 ul Modifiziertem Blocking Medium),
150 pl von der Lésung pro Schnitt auftragen

4

= bei 4°C Uber Nacht inkubieren lassen.

3. Tag Entwicklung

1) Spllen:
a. 2 x 15 min. im Puffer 1 bei Raumtemperatur
b. 2 x 15 min. im Puffer 3 bei Raumtemperatur
2) Entwicklung:
= 150 ul Entwicklungspuffer pro Schnitte auftragen,
= Bei Raumtemperatur stehen lassen und unter dem Lichtmikroskop beobachten
bis die blau-violette Farbreaktion im Zellzytoplasma eintritt.
3) Spilen (Zum Stoppen der Entwicklungsreaktion):
a. 2 x 10 min. im Puffer 4 bei Raumtemperatur
b. 2x 10 minin 1 x PBS bei Raumtemperatur.
4) Gegenfarbung:
= Kerngegenfarbung mit Methyl-Griin (Merck, Darmstadt, Deutschland)

= Eindeckeln mit Glyceringelantine unter Abzug.
Zur Verifizierung der Spezifitdt der Hybridisierung und des detektierten Signals wurden auch
Kontrollversuche mit der “sense” Sonde durchgefiihrt, welche negativ blieben. So konnte
unspezifisches Signal ausgeschlossen werden.
Das durchgeflihrte Protokoll der In Situ Hybridisierung basiert auf Studien unserer
Kooperationspartner 6511843 modifiziert durch die Ergebnisse unserer eigenen Vorversuche.
2.6 Auswertung

2.6.1 Gerate

o Mikroskop (Leica DMRB, Deutschland)
o Kamera (Sony 3CCD Color Video Camera MC-3254)
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2.6.2. Software

o Bildanalyse-Software (Zeiss KS 400, Kontron Elektronik GmbH, Eching,
Deutschland).

2.6.3. Definition der Regions of Interest

Zur Beurteilung und Lokalisierung der markierten Zellen im Bereich des Kallus wurde jedes
Praparat, mithilfe eines Lichtmikroskops (Leica DMRB, VergréRerungsokular 10x / Objektiv
20x = 200fache Vergroflerung), welches Uber eine Kamera an einem Computer
angeschlossen war, in 7 Messfelder (Regions of Interest = ROI) unterteilt (Abb. 2.5). Dadurch
waren die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und im Verlauf besser erfassbar und
analysierbar. Eine Region of Interest entsprach der Bildflache des Computers bei 200facher
Vergrélerung (Abb. 2.6):
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Abb. 2.5: Definition der ROl am Beispiel einer as Kollagen Typ | In Situ Hybridisierung (16x
VergréBerung): Der auszuwertende Kallusbereich wurde in 7 Regions unterteilt.

2.6.4 Deskriptive Analyse

Die Genexpression von a4 Kollagen Typ |, Osteopontin, Osteocalcin und Osteonectin wurde
deskriptiv analysiert. Anhand eines vierstufigen Scores (Guizzardi et al. 2000, Wildemann et
al. 2001) wurden die histologischen Schnitte durch zwei unabhangige Untersucher wie folgt

klassifiziert:
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200x Vergroflerung @ Reaktion: 0 200x VergroRerung Minimal: 1
(weniger als 1/3 der gesamten Zellzahl)
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Abb. 2.6: Definition der ROl am Beispiel einer a; Kollagen Typ | In Situ Hybridisierung: Jede
der insg. 7 Regionen entsprach einer Bildfliche des Computers in 200 x Vergrél3erung.
Anhand eines vierstufigen Scores wurde die m-RNA Expression von a; Kollagen Typ |,
deskriptiv erfasst. Je nach positiver Reaktion wurde die m-RNA Expression des
entsprechenden Proteins mit 0-3 ausgewertet (Pfeil: signalpositive osteogene Zellen).

Bei der Auswertung der Praparate nach Durchflhrung der In Situ Hybridiserung war, aufgrund
der teils starken Hintergrundfarbung und der Clusterung insbesondere der osteoblastaren
Zellen, eine genaue Diskriminierung erheblich erschwert. Trotz mehrfacher Versuche war uns
die Entwicklung eines Makros, welches die genaue Zahl dieser Zellen ohne grofRRe
Abweichungen hatte bestimmen konnen, nicht gelungen.

Aufgrund dessen wurde fir die Auswertung der vor allem von osteoblastaren Zellen
exprimierten mMRNA Sequenzen eine semiquantitative, deskriptive Analyse anhand des oben

dargestellten 4-stufigen Scores angewandt.

2.6.5. Bildanalyse

Die Analyse der Genexpression von as Kollagen Typ Il erfolgte quantitativ, mithilfe eines
Lichtmikroskops (Leica DMRB), welches Uber eine Kamera an einem Computer

angeschlossen war. Auf dem Computer war eine spezielle Bildanalyse-Software, sowie ein

46



Material und Methoden

eigens fur diese Fragestellung entwickeltes Makro installiert, was die Bestimmung der
absoluten Zahl der positiven Zellen pro Region of Interest ermdglichte.

a: Kollagen Typ Il wird fast ausschlielllich von chondrogenen (Chondroblasten und
Chondrozyten) Zellen exprimiert.

Die Chondroblasten sind polygonale Zellen mit scharfer Grenze und einem rundlich bis ovalen
Kern mit vereinzelter Einbuchtung oder Lobulierung. Wahrend der weiteren Differenzierung
werden die Chondroblasten in Chondrozyten umgewandelt. Auch die Chondrozyten besitzen
einen ovalen bis runden Kern, den ein breites organellenreiches Zytoplasma umgibt. Durch
das helle Zytoplasma, den deutlichen, rundlichen Kern und die scharfe Zellgrenze kénnen die
0. g. Zellen in entsprechender Vergrosserung im Mikroskop zweifelsfrei identifiziert,
abgetrennt und demzufolge auch gezahlt werden. Dies trifft bei den osteogenen Zellen nicht
zu. Aufgrund dessen war die genaue Quantifizierung der a; Kollagen Typ Il - mRNA
exprimierten Zellen durch deren direkte Abzahlung mit dem dafir entwickelten software

Programm mdglich (Abb. 2.7).

40x Vergrosserung 200x Vergrésserung

Abb. 2.7: Quantifizierung der a: Kollagen Typ Il - mRNA exprimierten Zellen: In 200x
VergréBerung wurden durch eine speziell fiir diese Fragestellung entwickelte Software die
positiven Zellen direkt abgezéhlt (Pfeil: signalpositive chondrogene Zellen).

2.6.6. Statistik

Alle gewonnenen Messdaten wurden aus pragmatischen Grinden mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm MS Excel dokumentiert, archiviert und anschlieltend in SPSS
uberflhrt.

Es wurden keine Humandaten erhoben, so dass sich kein Konflikt mit derzeitigen

Datenschutzregularien ergibt.
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Alle statistischen Analysen entsprachen gangigen Verfahren zum Nachweis etwaiger
Zufallsbefunde in tierexperimentellen Studien. Mittelwerte einzelner Regions of Interest (ROI)
wurden in Balkendiagrammen mit probaten Fehlerindikatoren (Standardabweichung, SD)
dargestellt. Gruppenvergleiche erfolgten mittels non-parametrischem Mann-Whitney-U-Test

fur unverbundene Stichproben.

Da a priori keine schlielend zu prifende Hypothese aufgestellt und eine formale
Fallzahlkalkulation durchgefiihrt wurde, sind alle p-Werte explorativ zu interpretieren.
Aufgrund der international géangigen Grenzwerte wird hier davon ausgegangen, dass
Mittelwertdifferenzen, welche in den genannten Testverfahren zu einem p-Wert <0,05 flhrten,

nicht mit dem Zufall vereinbar waren.

Die statistische Auswertung wurde durch das Biometrische Institut der Humboldt Universitat

zu Berlin unterstitzt.

48



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1.  Klinische Beurteilung des Heilungsverlaufs

Der postoperative Verlauf gestaltete sich bei den meisten Tieren komplikationlos. Direkt nach
dem Eingriff wurde das operierte Tier in einen K&fig, unter eine Warmelampe verbracht und
bis zum vollstdndigen Wiedererlangen des Bewuftseins beobachtet. Nach Abklingen der
postoperativen Wundschmerzen, meistens schon am Operationstag, waren die Tiere in der
Lage, die operierte Extremitat voll und ohne jegliche Einschrankung zu belasten (Abb. 3.1).

Abb. 3.1: Die Tiere zeigten bereits am Operationstag eine vollstdndige
Belastung der frisch operierten Extremitét.

Die Futter- und Wasseraufnahme waren unbeeintrachtigt. Eine Manipulation der frischen
Wunde durch das Tier selbst oder durch die anderen, im selben Kafig befindlichen Tiere
wurde nicht beobachtet. Ebenfalls zeigten sich im Verlauf keine Nachblutungszeichen.

Die Wundheilung erfolgte bei allen Tieren per primam intentionem, ohne klinischen Anhalt fir
ein lokales oder fortgeleitetes Entzindungsgeschehen. Eine Entleerung von tribem oder
eitrigem Sekret im Bereich der Pinstellen fand sich nicht. Ebenfalls zeigte sich keine Rétung
oder Uberwarmung der betroffenen Extremitat. Die an den Standzeitpunkten durchgefiihrten
Réntgenaufnahmen ergaben keinen Hinweis auf Osteolysen oder andere entziindliche

Veranderungen.
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3.2. Auswertung

Im Folgenden werden die Ergebnisse der In Situ Hybridisierung mit ai Kollagen Typ I-, a;
Kollagen Typ Il-, Osteocalcin-, Osteopontin- und Osteonectin-mRNA wahrend der
Knochenheilung am 7., 14. und 21. Tag postoperationem beschrieben. Die Expression der
einzelnen Extrazelluldren Matrixproteine in der Placebo-Gruppe wird den jeweiligen
Zeitpunkten der GH-Gruppe gegentiber gestellt.

Die Beschreibung bezieht sich auf den diaphysaren Bereich des operierten Femurs in einer
Sagitalschnittebene entsprechend der definierten Regions of Interest (Rol). Der
Osteotomiebereich der fixateurnahen (lateralen) Kortikalis (lateraler Osteotomiespalt) wird
von dem Osteotomiebereich der fixateurfernen (medialen) Kortikalis (medialer

Osteoromiespalt) unterschieden (Abb. 3.2).

,;‘.‘III. - 4 o “". _T_" e Tl s T . Lo~ ’ ﬁr*a R —
S ; Al Fidss: 2 7 BN Periost — qulale Seite |
.-,N_;- ! * ' o ~'_- ;_I.-';‘_ %“: ?L\. .{%_ié?,'_ -'f"ﬂf__,‘\ T e
: S Medialer (flxat urferner)
v 2, ‘et (5 Osteotomiespalt
r.\" ‘- .

— laterale §

Abb. 3.2: Die Beschreibung der Ergebnisse erfolgt anhand der einzelnen Regions of Interest.
Der Osteotomiespalt wird in einen medialen (fixateurfernen) und einen lateralen
(fixateurnahen) Bereich unterteilt.

3.3. Histologische Veranderungen wahrend der Knochenheilung

Infolge der Femurosteotomie kommt es durch die Verletzung von Knochen, Gefalten und das

begleitende Weichteiltrauma zur Ausbildung eines Hamatoms, welches sich entlang des
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kortikalen Knochens und des verletzen Periosteums ausbreitet. Dies initiiert Kaskaden von
zellularen Prozessen, welche unabdingbar fir die Knochenheilung sind und bestehen in die
chemotaktische Anlockung von mesenchymalen Stammzellen und Entziindungsmediatoren.
Diese sezernieren Zytokinen und Wachstumsfaktoren, welche wiederum die Differenzierung
und Proliferation der anfangs undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen induzieren, so
dass die Angiogenese und Knochenneubildung beginnen kann. Unter normalen Umstanden

ist diese Entziindungsphase kurz und endet vor der ersten Woche nach der Verletzung ¢ %
107, 126)

Aus dem primaren Hamatom kommt es in der Folge zur Ausbildung fibrinreichen
Granulationsgewebes. Innerhalb des Granulationsgewebes kommt es, durch die
Differenzierung von Osteoprogenitorzellen zu Osteoblasten, subperiostal, distal und proximal
der Knochenkontinuitatsunterbrechung zur Formation des “harten” Kallus. Mehrkernige
Makrophagen fangen an, avitale Knochensubstanz abzubauen, wahrend Osteoblasten am
Periost und Endost mit der intramembrandsen Ossifikation beginnen. Parallel dazu bildet sich
zwischen der beiden Knochenenden “weicher” Kallus, wo sich die mesenchymalen

Stammzellen zu Chondrozyten differenzieren und diese dann proliferieren.

Am 7. Tag nach Operation trat in beiden Gruppen Gewebeneubildung im Osteotomiebereich
auf. Um den Osteotomiespalt befand sich, im Rahmen der intramembrandsen Ossifikation,
neugebildeter Kallus, welcher vor allem aus Bindegewebe und mesenchymalen,
insbesondere osteoblastaren Zellen bestand. Letztere waren sowohl periostal, im harten
Kallus als auch endostal, marginal des neugebildeten Geflechtknochens zu beobachten.

In der Placebo-Gruppe zeigte sich eine geringere Neubildung am primitiven Knochen.
Bindegewebiger Kallus mit zahlreichen mesenchymalen Zellen, jedoch wenige Osteoblasten
dominiert in der Gruppe im Bereich zwischen den beiden Kortikalisenden. Hingegen fand sich
in der GH-Gruppe eine von periostal und endostal ausgehende, zum Teil Defekt
Uberbriickende knécherne Verbindung, die aus unreifem Geflechtknochen mit meistens
einreihig angelegten osteoblastaren Zellen bestand. Im Osteotomiespalt zeigten sich
vereinzelte proliferierende Chondrozyten, als Hinweis flr den Eintritt in die folgende Phase
der Frakturheilung, die Chondrogenese (Abb. 3.3 und 3.4).
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Abb 3.3: a; Kollagen Typ I, Placebo 7 Tage, 50x VergréRerung: Geringe Produktion von
neugebildetem Geflechtknochen, v. a. periostal und endostal. Schwach angeférbte,
vereinzelte Osteoblasten (Pfeil: signalpositive Osteoblasten am Geflechtknochen, OS:

Osteotomiespalt, P: periostal, E: endostal, mediale Femurseite — eigene Femurzeichnung).

Abb 3.4: a; Kollagen Typ I, GH 7 Tage, 50x VergréBerung: Deutliche Ausbildung von
Geflechtknochen, v. a. periostal und endostal. Neben stark angeférbten osteoblastédren und
osteozytédren Zellen finden sich auch signalgebende Chondrozyten (OB: Osteoblasten, OZ:
Osteozyten, CZ: Chondrozyten, OS: Osteotomiespalt, P: periostal, E: endostal, mediale
Femurseite — eigene Femurzeichnung).

Um den 10.-14. Tag nach gesetzter Osteotomie wird bei der Ratte das Maximum der
Knorpelbildung im “weichen” Kallus erreicht, es stellt sich ein “budding” von hypertrophen
Chondrozyten dar. Bei genligend Stabilitat der Fraktur hat beim 14. Tag die enchondrale

Ossifikation begonnen. Im Bereich des “harten” Kallus hért die zellulare Proliferation durch
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die Ausbildung von Geflechtknochen langsam auf 4 126),

In unserer Studie war zu diesem Zeitpunkt sowohl in der Placebo als auch in der GH-Gruppe
eine vermehrte Kallusbildung zu beobachten. Der Osteotomiespalt wurde in beiden Gruppen
zunehmend vom Geflechtknochen Gberbruckt.

Neben dem neugebildeten Geflechtknochen fanden sich im Osteotomiespalt der Placebo-
Gruppe noch groe Anteile von Bindegewebe, welches von starker Knorpelbildung umgeben
war.

Wahrend sich die Placebo-Gruppe 14 Tage nach der Operation, in der Phase der
Chondrogenese befand, gekennzeichnet duch das Auftreten von zahlreichem
Knorpelgewebe, zeigte sich in der GH-Gruppe ein zunehmender Ersatz des schon 7 Tage
nach der Operation nachgewiesenen Knorpelgewebes durch den neugebildeten
Geflechtknochen, als Zeichen des Abschlusses der Chondrogenese und des Ubertritts in die
nachste Phase der Knochenheilung, die enchondrale Ossifikation. Am Geflechtknochen

finden sich einreihig angelegene Osteoblasten sowie ruhende Osteozyten in Knocheninseln
(Abb. 3.5 und 3.6).

Abb. 3.5: as Kollagen Typ I, Placebo 14 Tage, 50x Vergréerung: Zahlreiche Chondrozyten
im Bereich des medialen Osteotomiespalts neben dem Geflechtknochen. Die Placebo-
Gruppe befindet sich in der Phase der Chondrogenese. (Pfeil: Signalreiche Chondrozyten
(CZ) bzw. Osteoblasten (OB), P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale
Femurseite — eigene Femurzeichnung)
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Abb. 3.6: as Kollagen Typ I, GH 14 Tage, 50x VergréBerung: In der GH Gruppe ist die
Chondrogenese 14 Tage postoperationem abgeschlossen, nahezu keine Chondrozyten sind
im Osteotomiespalt nachweisbar. Geflechtknochen hat den Defektbereich fast vollstdndig
Uiberbriickt. (Pfeil: Signalreiche Osteozyten bzw. Osteoblasten, P: Periostal, E: Endostal, OS:
Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene Femurzeichnung).

Am 21.-25. Tag der Knochenheilung ist bei der Ratte keine Zellproliferation mehr zu
beobachten. Die Struktur, welche im Bereich des “harten” Kallus nun dominiert, ist die des
Geflechtknochens. Im “weichen” Kallus unterziehen sich die Chondrozyten Apoptose. Es

folgen das Remodelling und die Formation von lamellarem Knochen ¢4 126),

21 Tage postoperativ war die Knochenheilung in beiden Gruppen schon so weit
fortgeschritten, dass der Osteotomiespalt fast vollstdndig durch den einwachsenden
Geflechtknochen Uberbrickt war.

Der Knorpelanteil im Osteotomiespalt war nahezu verschwunden.
Wahrend die enchondrale Ossifikation in der Placebo - Gruppe hauptsachlich im periostalen

Bereich stattgefunden hat, fand sich in der GH - Gruppe auch eine deutliche Bildung von

Geflechtknochen im endostalen Bereich und im Markraum (Abb. 3.7 und 3.8).
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Abb. 3.7: a; Kollagen Typ |, Placebo 21 Tage, 50x Vergréerung: Der Frakturspalt in der
Placebo-Gruppe ist 21 Tage postoperativ vollstdndig verknéchert. Chondrozyten sind
lediglich vereinzelt im Bereich des Osteotomiespalts zu erkennen (Pfeil: positive
Osteoblasten, P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene
Femurzeichnung).

5

as Kollagen erung: Auch in der GH Gruppe ist der
Osteotomiespalt 21 Tage postoperativ vollstdndig verknéchert. (Pfeil: positive Osteoblasten,
P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene
Femurzeichnung).
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3.4. In Situ Hybridisierung mit a4 Kollagen Typ | - mRNA

3.41 7 Tage postoperativ

7 Tage nach Operation konnte a4 Kollagen Typ | — mRNA in den meisten osteoblastaren
Zellen, d. h. sowohl in den prolifierten als auch in den reifen Osteoblasten nachgewiesen
werden. In den wenigsten Fallen wurde das Signal auch in proliferierenden, chondrozytaren
Zellen, meistens im periostalen Bereich lokalisiert (s. u.). Endostal war die positive Reaktion
fast ausschlieBlich in Osteoblasten zu beobachten.

Bereits 7 Tage post operationem fanden sich in beiden Gruppen osteogene Zellen. In der
Placebo - Gruppe zeigte sich eine annahernd gleiche Verteilung der positiven osteoblastaren
Zellen in allen ausgewerteten Regions of Interest. Im Gegensatz dazu fand sich in der GH-
Gruppe eine bevorzugte Lokalisation der osteoblastaren Zellen periostal entlang der
kortikalen Fragmente. Dort war sowohl die Signalquantitat als auch die Signalqualitat bei den
mit Wachstumshormon behandelten Tieren signifikant hdher, insgesamt war jedoch, sowohl
im endostalen Bereich, als auch im Osteotomiespalt ein tendenziell starkeres Auftreten von
positiven osteoblastaren Zellen in der GH-Gruppe zu beobachten (Abb. 3.9, 3.10, 3.11 und
3.12).

Wie oben bereits erwahnt, fanden sich am Tag 7 nach Setzen der Osteotomie in der GH-
Gruppe chondrozytare Zellen des proliferierten Knorpels, die a; Kollagen Typ | — mRNA
exprimierten. Bei der In Situ Hybridisierung mit a1 Kollagen Typ Il — mRNA, als typischer
Marker flir chondrogene Zellen, zeigte sich ebenfalls ein starkes Signal (s. u. bei ai Kollagen
Typ Il = mRNA).

Tabelle 3.1: as Kollagen Typ I, 7 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte =
Standardabweichung, * p = 0,08 Placebo vs. GH-Gruppe

ai Kollagen Typ | 7 Tage postoperative

ROI 1 2 3 4 5 6 7
Placebo |1,1+05 |12+05 |11+05 [12+11 |1,1+08 [14+06 |1,3+0,2
GH 23+0,5* |14+09 |1,7+0,7 |14+03 |1,7+0,7 | 1,8+0,5 | 2,7 £0,3*
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@ Placebo B GH
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Regions of Interest

Kollagen Typ | (Score)

1 2 3

Abb. 3.9: Genexpression von as Kollagen Typ | — mRNA am 7. postoperativen Tag in
den einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagrammes.
*p = 0,008.

==

Abb. 3.10: a; Kollagen Typ I, GH 7 Tage, 400x VergréBerunqg: Geflechtknochen im

Osteotomiespalt mit einreihig angelegten Osteoblasten (OB: Osteoblasten, GK:
Geflechtknochen).
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Abb. 3.11: a;_Kollagen Typ I, Placebo 7 Tage, 50x VergréBerung: Schwaches Signal in
Osteoblasten mit anndhernd gleicher Verteilung sowohl periostal als auch endostal in der mit
Placebo behandelten Gruppe (Pfeil: signalpositive Osteoblasten, OS: Osteotomiespalt, P:
periostal, E: endostal, mediale Femurseite — eigene Femurzeichnung).

Abb. 3.12: a; Kollagen Typ I, GH 7 Tage, 50x VergréBerung: Deutlich stérkeres Auftreten von
positiven osteoblastéren Zellen in der mit GH behalndelten Gruppe (Pfeil: signalpositive
Osteoblasten, P: periostal, E: endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene
Femurzeichnung).
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3.4.2 14 Tage postoperativ

Wahrend die Expression von a; Kollagen Typ I-mRNA am 14. postoperativen Tag in der
Placebo-Gruppe im Vergleich zum 7. postoperativen Tag insgesamt in ihrer Signalquantitat
und Verteilung annahernd gleich geblieben war, fand sich in der GH-Gruppe eine tendenziell
starkere Expression von as Kollagen Typ I-mRNA in fast allen ausgewerteteten Regions of
Interest. Signifikante Unterschiede zwischen der Placebo und GH-Gruppe wurden im Bereich
der medialen Seite des Femurs und zwar sowohl periostal als auch endostal beobachtet.
Ebenfalls konnte im Osteotomiespalt der lateralen Femurseite ein signifikant starkeres Signal
nachgewiesen werden.

Das positive Signal wurde in der Placebo-Gruppe auch in vereinzelten Chondrozyten des im
Vergleich zum 7. postoperativen Tag zunehmenden Knorpelgewebes beobachtet, so wie in
der GH-Gruppe des ersten Zeitpunktes. In der GH-Gruppe zeigte sich ein spezifischeres
Verteilungsmuster mit Expression von a; Kollagen Typ I-mRNA nahezu ausschlieBlich in
osteoblastaren und osteozytaren Zellen, die epithelartig dem Geflechtknochen anlagen (Abb.
3.13, 3.14 und 3.15).

Tabelle 3.2: a; Kollagen Typ |, 14 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte *
Standardabweichung, *p = 0,016

a1 Kollagen Typ | 14 Tage postoperativ
ROI 1 2 3 4 5 6 7
Placebo |1,3+06 |14+09 [10+0,2 {18+05 |14+05 |12+0,5 |1,3+0,5
GH 25+0,3* |26+06 [1,7+t04* |1,8+08 (19204 |26+0,6" | 2,1+£0,5
@ Placebo m GH

A L

234

2 —

2

[

Q

o)

g 1

2

O _
1 2 3 4 5 6 7
Regions of Interest

Abb. 3.13: Genexpression von a; Kollagen Typ I-mRNA am 14. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms. *p = 0,016
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Abb. 3.14: a; Kollagen Typ I, Placebo 14 Tage, 50x VergréRerung: Méassige Signalgebung fiir
as Kollagen Typ I-mRNA in der Placebo-Gruppe des zweiten Zeitpunktes. Aufféllig ist hier die
simultane Expression von as Kollagen Typ I-mRNA von chondrozytédren Zellen. Deutliche
Bildung von Knorpelgewebe im Osteotomiespalt (Pfeil: Signalreiche Chondrozyten bzw.
Osteoblasten, P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene
Femurzeichnung).

Abb. 3.15: as Kollagen Typ I, GH 14 Tage, 50x VergréBerung: Starke Signalgebung fiir ay
Kollagen Typ | ausschliefllich in osteoblastdren und osteozytdren Zellen im Bereich der
periostalen und endostalen medialen Femurseite in der GH-Gruppe. Insgesamt progrediente
Knochenheilung mit Ausbildung von Geflechtknochen im Osteotomiespalt ohne Nachweis
von chondrozytenreichen Areale (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale
Femurseite — eigene Femurzeichnung).

3.4.3. 21 Tage postoperativ

Zu diesem Zeitpunkt wurde in der Placebo-Gruppe eine deutliche Abnahme der

Syntheseaktivitat flir as Kollagen Typ I-mRNA in allen ausgewerteten Regions of Interest
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beobachtet. Im Vergleich zum 7. und 14. postoperativen Tag zeigte sich ein signifikanter
Ruckgang der positiv angefarbten Zellen im endostalen Bereich sowohl medial als auch
lateral. Im Markraum lie3 sich ebenfalls eine im Vergleich zum 14. postoperativen Tag
signifikant geringere Signalintensitat nachweisen (Abb. 3.17).

Ebenfalls fand sich in der GH-Gruppe eine tendenziell geringere Expression von a4 Kollagen
Typ I-mRNA. Wahrend die Signalquantitat und -qualitat im Vergleich zum 14. postoperativen
Tag im medialen periostalen Bereich und in den beiden Osteotomiespalten annahernd gleich
geblieben war, liel3 sich eine im Vergleich zum 7. und 14. postoperativen Tag signifikant
geringere Syntheseaktivitat im endostalen Bereich erkennen (Abb. 3.18).

Zwischen der Placebo und GH-Gruppe wurden am 21. postoperativen Tag signifikante
Unterschiede in der Expression von a; Kollagen Typ I-mRNA im Bereich beider
Osteotomiespalten nachgewiesen. Trotz der geringeren Syntheseaktivitat fur a4 Kollagen Typ
I-mRNA in beiden Gruppen zu diesem Zeitpunkt, l1aRt sich anhand der Abbildung 3.16 eine
tendenziell héhere Expression von ai Kollagen Typ I-mRNA in der GH-Gruppe im Vergleich

zur Placebo-Gruppe auch in den weiteren ausgewerteten Regions of Interest erkennen.

Tabelle 3.3: a; Kollagen Typ | , 21 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte +
Standardabweichung, *p = 0,032, **p = 0,016

ai Kollagen Typ | 21 Tage postoperativ

ROI 1 2 3 4 5 6 7
Placebo |09+08 [09+05 0,1+0,2 |02+04 |[05£0,7 |0,6£0,6 |0,5+0,9
GH 21+08 [24+09" (0,5+06 [1,0+1,0 |0,9+£0,6 | 2,0£0,7** |1,6+0,8
@ Placebo B GH
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Abb. 3.16: Genexpression von a; Kollagen Typ I-mRNA am 21. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms. *p = 0,032,
**n =0,016
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Abb. 3.17: a: Kollagen Typ I, Placebo 21 Tage, 50x Vergréerung: Lediglich im Bereich des
Osteotomiespaltes und medial periostal zeigte sich in der Placebo-Gruppe eine Signalaktivitéat
fir as Kollagen Typ I-mRNA (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale
Femurseite).
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Abb. 3.18: a; Kollagen Typ I, GH 21 Tage, 50x VergréBerung: 21 Tage postoperativ zeigte
sich eine nahezu vollstdndige Verkn6cherung des Osteotomiespaltes. Trotzdem zeigt sich
eine starke Expression von a; Kollagen Typ I-mRNA im Bereich des Osteomiespaltes. Im
endostalen Bereich wird eine schwéchere Signalgebung beschrieben (P: Periostal, E:
Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene Femurzeichnung).

344 a4 Kollagen Typ | im Verlauf der Knochenheilung

Im Folgenden wird die Expression von a4 Kollagen Typ I-mRNA im Bereich des Frakturkallus
mithilfe des descriptiven 4stufigen Scores zusammengefasst und Gber den erfassten Zeitraum

der Knochenheilung beschrieben.
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Am 7. postoperativen Tag zeigte sich in der GH-Gruppe eine im Vergleich zur Placebo-
Gruppe signifikant héhere Expression von ai Kollagen Typ I-mRNA im Bereich des
Frakturkallus. Nach weiteren 7 Tagen fand sich in der Placebo — Gruppe eine anndhernd
gleich starke Signalgebung, wahrend sich in der GH-Gruppe eine tendenzielle Zunahme der
Signalintensitat erkennen lie3. Die Expression von a1 Kollagen Typ I-mRNA war im gesamten

Frakturkallus der GH-Gruppe auch in diesem Zeitpunkt signifikant héher.

Am 21. Tag liel3 sich in der Placebo-Gruppe eine im Vergleich zum 7. und 14. postoperativen
Tag signifikant geringere Expression beobachten. Ebenfalls war in der GH-Gruppe eine
tendenzielle Abnahme des Signals von a; Kollagen Typ I-mRNA zu verzeichnen. Trotzdem
wurde in der GH-Gruppe eine im Vergleich zur Placebo-Gruppe signifikant erhéhte

Signalintensitat zu diesem Zeitpunkt nachgewiesen.

Tabelle 3.4: Mittelwert des descriptiven Scores fiir a; Kollagen Typ | im gesamten
Frakturkallus zu den drei untersuchten Zeitpunkten *+ Standardabweichung, *p’ = 0,016, *p?=
0,08, *p°=0,028 zwischen Placebo und GH Gruppe zum angegebenen Zeitpunkt, **p = 0,016
in der Placebo Gruppe zwischen 7 und 21 Tagestieren sowie 14 und 21 Tagestieren

a1 Kollagen Typ | im Verlauf der Knochenheilung

Standzeiten | 7 Tage nach OP 14 Tage nach OP 21 Tage nach OP
Placebo 1,2+0,2 1,2+ 0,1 0,5+0,4*
GH 2,0+ 0,5* 2,2+0,2*2 1,5+ 0,6*°

3.5. In Situ Hybridisierung mit Osteopontin - mMRNA

3.5.1. 7 Tage postoperativ

7 Tage post operationem liel3 sich Osteopontin mRNA ebenfalls in osteoblastaren Zellen
nachweisen, das Signal war jedoch im Vergleich zu der In Situ Hybridisierung mit a4 Kollagen
Typ | deutlich schwacher.

In der Placebo Gruppe schienen ausschliesslich die proliferierenden Osteoblasten
Osteopontin-mRNA zu exprimieren. Bei der GH-Gruppe war ein starkeres Signallevel auch in
den proliferierenden Osteoprogenitor und teilweise auch in osteoblastaren und osteozytaren
Zellen zu beobachten.

In der Placebo Gruppe zeigte sich eine nahezu gleichmassige Verteilung der positiven

osteozytaren und osteoblastaren Zellen. Im Gegensatz dazu fand sich in der mit GH
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behandelten Gruppe ein signifikant starkeres Auftreten von signalreichen Zellen im

endostalen und periostalen Bereich der lateralen Seite (Abb. 3.19, 3.20 und 3.21).

Ferner wurde insbesondere in der GH Gruppe eine starke Expression von Osteopontin —

MRNA in Osteoklasten im Osteotomiespalt zwischen den beiden kortikalen Knochenenden,

in direkter Nachbarschaft der osteoblastaren Zellen nachgewiesen (Abb. 3.22).

Tabelle 3.5: Osteopontin,

Standardabweichung, *p = 0,032, **p = 0,016

7 Tage postoperativ:

Darstellung der Mittelwerte +

Osteopontin 7 Tage postoperative
ROI 1 2 3 4 5 6 7
Placebo |0,5+04 |04+06 [04+04 |06+06 |[0,2%+03 |04+£06 |0,3£0,3
GH 16+09 [08+13 (12+0,2 |1,1+1,0 |1,2+0,2* |0,6+0,9 | 1,5%0,8*
|mPlacebo m GH
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Abb. 3.19: Genexpression von Osteopontin - mRNA am 7. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms. *p =
0,032, **p= 0,016
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am 7. postoperativen Tag eine schwache Signalgebung fiir Osteopontin-mRNA, welche
gleichméaflig im gesamten Préparat verteilt ist (Pfeil: signalpositive osteogene Zellen, P:
periostal, E: endostal, OS: Osteotomiespalt, laterale Seite des Femurs — eigene
Femurzeichnung)

Abb. 3.21: Osteopontin, GH 7 Tage, 50x VergréBerung: Signifikant stédrkeres Signal in
osteogenen Zellen in der mit GH behandelnden Gruppe, bevorzugt im periostalen und
endostalen Bereich der lateralen Seite (Pfeil: signalpositive Zellen, P: periostal, E: endostal,
OS: Osteotomiespalt, laterale Femurseite — eigene Femurzeichnung).
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Abb. 3.22: Osteopontin, GH 7 Tage, 400x VergréBerung: Neben den stark angefarbten
Osteoblasten und Osteozyten wurde Osteopontin-mRNA auch in Osteoklasten im Bereich
des Frakturspalts am osteotomierten Knochen nachgewiesen. (Pfeil: Osteoklasten, OS:
Osteotomiespalt)

3.5.2. 14 Tage postoperativ

Die In Situ Hybridisierung mit Osteopontin-mRNA ergab in der Placebo-Gruppe am 14.
postoperativen Tag, im Vergleich zum friheren Zeitpunkt, eine tendenzielle Zunahme der
Expression von Osteopontin-mRNA von den osteoblastaren und osteozytaren Zellen. Dieses
war insbesondere im periostalen Bereich sowohl der lateralen als auch der mediale
Femurseite ersichtlich (Abb. 3.23 und 3.24).

Im Gegensatz dazu, zeigte sich in der GH-Gruppe eine tendenzielle Abnahme der Expression
von Osteopontin-mRNA in allen ausgewerteten Regions of Interest. Die Signalqualitat und —
quantitat war vor allem in den osteoblastaren und osteozytaren Zellen des lateralen
periostalen und endostalen Bereichs sowie im Markraum deutlich geringer. Signifikante
Unterschiede in der Expression von Osteopontin-mRNA wurden zwischen der Placebo und
GH-Gruppe nicht beobachtet (3.25).

Osteopontin-mRNA lie sich auch in dieser Phase der Knochenheilung in osteoklastaren
Zellen, diesmal im neugebildeten Geflechtknochen beider Gruppen, nachweisen.
Im Bereich des Knorpelgewebes war bei der In Situ Hybridisierung mit Osteopontin-mRNA

keine Expression in den chondrozytaren Zellen zu beobachten.
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Tabelle 3.6: Osteopontin, 14 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte =
Standardabweichung.
Osteopontin 14 Tage postoperativ
ROI 1 2 3 4 5 6 7
Placebo |1,4+05 |(04+06 [0,7+08 |08%+1,1 |0,7+£0,7 |0,2£0,5 |1,2+0,7
GH 1,1+09 (04+09 [{05+09 [0,0£00 |{04+06 |04+£09 |0,8+0,9
@ Placebo m GH
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Abb. 3.23: Genexpression von Osteopontin - mRNA am 14. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms

medial

Abb. 3.24: Osteopontin, Placebo 14 Tage, 16x VergréRerung: Die In Situ Hybridisierung mit
Osteopontin-mRNA ergab in der Placebo-Gruppe des zweiten Zeitpunktes (14 Tage
postoperativ) eine tendenziell zunehmende Expression von Osteopontin-mRNA in
osteoblastéren, osteozytédren und osteoklastéren Zellen insbesondere im periostalen Bereich
sowohl der medialen als auch der lateralen Seite des Femurs (P: Periostal, E: Endostal, OS:
Osteotomiespalt, mediale und laterale Femurseite — eigene Femurzeichnung)
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Abb. 3.25: Osteopontin, GH 14 Tage, 16x VergréBerung: Nach 14 Tagen findet sich eine
schwache Expression von Osteopontin-mRNA in der GH-Gruppe. Insbesondere endostal
findet sich nahezu keine Signalgebung fiir Osteopontin-mRNA (P: Periostal, E: Endostal, OS:
Osteotomiespalt, mediale und laterale Femurseite — eigene Femurzeichnung).

3.5.3. 21 Tage postoperativ

Die In Situ Hybridisierung mit Osteopontin-mRNA ergab am 21. postoperativen Tag sowohl
in der Placebo als auch in der GH-Gruppe eine nahezu fehlende Expression von Osteopontin-
mRNA.

Wahrend sich am 14. postoperativen Tag eine tendenzielle Zunahme der Signalquantitat und
-qualitat in der Placebo-Gruppe, insbesondere im periostalen Bereich erkennen lief3, fand sich
21 Tage postoperativ auch in diesem Bereich ein deutlicher Riickgang der Osteopontin-
MRNA exprimierenden Zellen (Abb. 3.26 und 3.27).

In der GH-Gruppe lie3 sich schon am 14. postoperativen Tag eine Abnahme der
Syntheseaktivitat erahnen. Am 21. postoperativen Tag wurde lediglich im periostalen Bereich
sowie im medialen Osteotomiespalt eine aulerst schwache Signalintensitat beobachtet.
Signifikante Unterschiede wurden zwischen der Placebo- und GH-Gruppe am 21.
postoperativen Tag nicht nachgewiesen (Abb. 3.28).
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Tabelle 3.7: Osteopontin, 21 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte =

Standardabweichung.
Osteopontin 21 Tage postoperativ
ROI 1 2 3 4 5 6 7

Placebo |0,17+0,2 |0,0+0,0 |0,0+0,0 |[0,0+0,0 |0,0£0,0 |0,0+0,0 |0,0+£0,0

GH 0,2+05 |04+06 |0,0+00 (0,0+0,0 |0,0+£0,0 |0,0+£0,0 |0,1+0,3

@ Placebo m GH

OPN (Score)

1 2 3 4 5 6 7

Regions of Interest

Abb. 3.26: Genexpression von Osteopontin — mRNA am 21. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms.

~ . medial

Abb. 3.27:. Osteopontin, Placebo 21 Tage, 50x VergréBerung: Die In Situ Hybridisierung mit
Osteopontin-mRNA erbrachte am 21. postoperativen Tag in der Placebo-Gruppe eine
deutliche Abnahme des Signals. Wie auch in der Abbildung ersichtlich, lieBen sich kaum
osteoblastédre, osteozytdre oder osteoklastdre Zellen nachweisen, welche Osteopontin-
mRNA exprimierten (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite —

eigene Femurzeichnung)
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Abb. 3.28: Osteopontin, GH 21 Tage, 50x Vergréerung: In der GH-Gruppe zeigte sich nach
21 Tagen lediglich im Bereich der periostalen Reaktion und des Osteotomiespaltes
insbesondere medialseits eine sehr schwache Signalaktivitét flir Osteopontin-mRNA. Die
tbrigen ausgewerteten ROIs waren signalfrei (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt,
mediale Femurseite — eigene Femurzeichnung)

3.54. Osteopontin im Verlauf der Knochenheilung

In der Folge wird die Expression von Osteopontin-mRNA mithilfe des descriptiven 4stufigen
Scores im Bereich des Frakturkallus zusammengefasst und Uber den gesamten Verlauf der
Knochenheilung beschrieben.

Am 7. postoperativen Tag zeigte sich in der GH-Gruppe eine im Vergleich zur Placebo —
Gruppe tendenziell hdhere Expression fir Osteopontin-mRNA. Im Verlauf wurde in der
Placebo-Gruppe eine tendenzielle Zunahme des Signals flir Osteopontin-mRNA beobachtet,
welche dann am 21. postoperativen Tag signifikant abfiel. Wahrend dessen liel3 sich in der

GH-Gruppe eine kontinuierliche Abnahme der Signalintensitat erkennen.

Tabelle 3.8: Mittelwert des descriptiven Scores fiir Osteopontin-mRNA im gesamten
Frakturkallus zu den drei untersuchten Zeitounkten + Standardabweichung, **o’ = 0,08
zwischen 14 und 21 Tagestieren in der Placebo-Gruppe, **p? = 0,08 zwischen 7 und 21
Tagestieren in der GH-Gruppe.

Osteopontin im Verlauf der Knochenheilung

Standzeiten | 7 Tage nach OP 14 Tage nach OP 21 Tage nach OP
Placebo 0,4+0,3 0,8+04 0,0 £ 0,0*"
GH 1,1+0,8 0,5+0,5 0,1+ 0,1**2
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3.6.1.

In Situ Hybridisierung mit Osteocalcin - mMRNA

7 Tage postoperativ

Ergebnisse

7 Tage postoperationem lief3 sich Osteocalcin-mRNA in der mit Placebo behandelten Gruppe
in vereinzelten proliferierenden Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten sowie unreifen
Osteozyten nachweisen, welche wiederum im gesamten Praparat verteilt waren. In der GH-
Gruppe fand sich ein eher bevorzugtes Auftreten von positiven osteoblastaren Zellen periostal
der beiden Cortices, wo auch signifikante Unterschiede zwischen Placebo und GH-Gruppe
beobachtet wurden. Tendenziell war ebenfalls eine vermehrte Lokalisation von
osteoblastaren Zellen im lateralen periostalen Bereich zu verzeichnen (Abb. 3.29, 3.30 und

3.31).

Eine Anfarbung von chondrozytaren Zellen wurde nicht beobachtet. Das Signal war

ausschlief3lich in osteoblastaren Zellen lokalisiert. Selbst die oben beschriebenen
chondrozytaren Zellen, die in der Lage waren, beide Typen von Kollagen zu exprimieren
(sowohl a4 Kollagen Typ I-mRNA als auch a4 Kollagen Typ II-mRNA), waren bei der In Situ
Hybridisierung mit Osteocalcin-mRNA negativ. Lediglich eine leichte Hintergrundfarbung war

bei vereinzelten chondrozytaren Zellen zu erkennen.

Tabelle 3.9: Osteocalcin, 7 Tage postoperativ:
Standardabweichung, *p= 0,016, **p=0,008

Darstellung der Mittelwerte +/-

Osteocalcin 7 Tage postoperativ

ROI 1 2 3 4 5 6 7
Placebo |1,17+0,3 [1,2+08 |[09+0,7 1,1 +£10(09+0,8 |[0,8+0,8 |0,9+0,4
GH 19+ 0,5*/1,1+0,0 [ 1,7+04 |16 £15[15+04 | 1,2+0,5 | 2,2+0,4**
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Abb. 3.29: Genexpression von Osteocalcin - mRNA am 7. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms. *p= 0,016,

*p=0,008

Abb. 3.30: Osteocalcin, Placebo 7 Tage, 50x VergréBerung: In der Placebo-Gruppe lief3 sich
am 7. postoperativen Tag eine gleichméBige Verteilung von Osteoblasten nachweisen,
welche eine schwache Expression von Osteocalcin-mRNA aufwiesen (Pfeil: signalpositive
Osteoblasten, P: periostal, E: endostal, OS: Osteotomiespalt, laterale Femurseite — eigene

Femurzeichnung)
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Abb. 3.31: Osteocalcin, GH 7 Tage, 50x VergréBerung: Deutlich starkes Signal wurde v.a. im
lateralen periostalen Bereich beobachtet. Auch im endostalen Bereich der lateralen liel3 sich
eine starke Signalgebung in osteoblastdren Zellen feststellen (Pfeil: signalreiche
Osteoblasten, P: periostal, E: endostal, OS: Osteotomiespalt, laterale Femurseite — eigene
Femurzeichnung).

3.6.2. 14 Tage postoperativ

Bei der In Situ Hybridisierung mit Osteocalcin-mRNA fand sich in der Placebo-Gruppe 14
postoperationem eine, im Vergleich zum 7. postoperativen Tag, annahernd gleich starke
Expression von Osteocalcin-mRNA. Lediglich im periostalen und endostalen Bereich
medialseits zeigte sich eine tendenzielle Zunahme der Signalquantitadt und —qualitat (Abb.
3.32 und 3.33).

Am 14. postoperativen Tag wurde medial periostal sowie im lateralen Osteotomiespalt der mit
GH behandelten Gruppe eine signifikant starkere Syntheseaktivitdt von Osteocalcin-mRNA
beobachtet. Tendenziell wurde jedoch eine erhdhte Signalquantitadt und —qualitat auch im
Osteotomiespalt und im medialen endostalen Bereich sowie ferner lateral periostal
nachgewiesen (Abb. 3.34).

Osteocalcin-mRNA wurde auch am 14. postoperativen Tag ausschlie3lich von osteoblastaren
und osteozytaren Zellen exprimiert. In der Placebo-Gruppe war lediglich eine schwache
Hintergrundfarbung auch in vereinzelten chondrozytaren Zellen des Knorpelgewebes

insbesondere in den Osteotomiespalten zu verzeichnen.
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Tabelle 3.10: Osteocalcin, 14 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte =
Standardabweichung, *p = 0,032, **p = 0,008

Osteocalcin 14 Tage postoperativ

Rol 1 2 3 4 5 6 7

Placebo |1,2+08 |1,2+05 |09+08 |[14+09 [1,3+09 [08+09 [1,2+0,9
GH 24+03* 1 22+08 [1,2+09 |16+09 |1,2+0,6 | 2,0£1,0 |19+04

|l Placebo m GH |

o
ddann

Regions of Interest

Abb. 3.32: Genexpression von Osteocalcin-mRNA am 14. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms. *p = 0,032,
**p = 0,008

Abb. 3.33: Osteocalcin, Placebo 14 Tage, 50x VergréBerung: Schwache bis méssige
Expression von OCA-mRNA in osteogenen Zellen der Placebo-Gruppe lateralseits. Die
Chondrozyten im Osteotomiespalt exprimieren keine Osteocalcin-mRNA (P: Periostal, E:
Endostal, OS: Osteotomiespalt, laterale Femurseite — eigene Femurzeichnung)
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lateral

Abb. 3.34: Osteocalcin, GH 14 Tage, 50x VergréBerung: Signifikant erhbhte Genexpression
von Osteocalcin-mRNA im lateralen Osteotomiespalt der GH-Gruppe im Vergleich zur
Placebo-Gruppe desselben Zeitpunktes. Auch hier ldsst sich die Expression von Osteocalcin-
mRNA ausschliellich in osteoblastdren und osteozytdren Zellen nachweisen (Pfeil:
Signalreiche Osteoblasten, P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, laterale
Femurseite — eigene Femurzeichnung)

3.6.3. 21 Tage postoperativ

In der Placebo-Gruppe zeigte sich eine Abnahme der Syntheseaktivitat flir Osteocalcin-
mMRNA in allen ausgewerteten RO/. Wahrend die Abnahme der Signalintensitat im Vergleich
zum 14. postoperativen Tag in den meisten RO/ eher geringflgig war, zeigte sich am 21.
postoperativen Tag im Bereich des Markraums keine Signalaktivitat.

In der GH-Gruppe liel sich eine im Vergleich zum 14. postoperativen Tag ahnlich hohe
Syntheseaktivitdt im medialen periostalen Bereich und in beiden Osteotomiespalten
detektieren. Im endostalen Bereich sowie im lateralen periostalen Bereich und im Markraum
wurde eine tendenzielle Abnahme der Signalintensitat beobachtet. Die GH-Gruppe wies am
21. postoperativen Tag ein signifikant starkeres Auftreten von Osteocalcin-mRNA
exprimierenden osteoblastaren und osteozytdren Zellen im medialen periostalen Bereich
sowie in beiden Osteotomiespalten auf (Abb. 3.35, 3.36 und 3.37). Ferner zeigte sich hier
eine im Vergleich zur Placebo-Gruppe tendenziell héhere Syntheseaktivitat auch in den
restlichen ROI.

Tabelle 3.11: Osteocalcin, 21 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte +
Standardabweichung, *p = 0,032, **p = 0,016
Osteocalcin 21 Tage postoperativ

ROI 1 2 3 4 5 6 7

Placebo |1,1+06 (1,0+0,7 |0,3%+0,5 |00+00 [0,5+06 [06+0,6 |0,5+0,4

GH 2,2+0,7* | 2,4+0,6* | 0,5+05 |1,0+1,0 | 0,7+0,8 | 1,8+0,4* | 1,6+0,8
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Abb. 3.35: Genexpression von Osteocalcin — mRNA am 21. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms. *p = 0,032,

**p = 0,016

Abb. 3.36: Osteocalcin, Placebo 21 Tage, 50x Vergréerung: Bei der In Situ Hybridisierung
mit Osteocalcin-mRNA zeigte sich in der Placebo-Gruppe eine schwache Signalaktivitat
sowohl im periostalen, als auch im endostalen Bereich und in den Osteotomiespalten
nachweisen. Im Markraum liess sich keine Signalaktivitdt lokalisieren (P: Periostal, E:
Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene Femurzeichnung).
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medial

Abb. 3.37: Osteocalcin, GH 21 Tage, 50x VergréBerung: In der GH-Gruppe fand sich am 21.
postoperativen Tag eine annédhernd gleich starke Syntheseaktivitdt von Osteocalcin-mRNA.

in allen Regions of Interest (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale
Femurseite — eigene Femurzeichnung).

3.6.4. Osteocalcin im Verlauf der Knochenheilung

In der Folge wird die Expression von Osteocalcin-mRNA mithilfe des descriptiven 4stufigen
Scores im Bereich des Frakturkallus zusammengefasst und Gber den gesamten Verlauf der
Knochenheilung beschrieben.

Der Nachweis von Osteocalcin — mRNA mittels In Situ Hybridisierung erbrachte am 7.
postoperativen Tag eine signifikant héhere Expression in der GH-Gruppe.

Wahrend in einzelnen Regions of Interest im Verlauf eine tendenzielle Zunahme des Signals
beobachtet wurde, blieb sie im gesamten Frakturkallus der mit GH behandelten Tieren
nahezu gleich. Im Frakturkallus der Placebo — Gruppe liel® sich am 14. postoperativen Tag
ebenfalls ein unverandertes Bild erkennen. Am 21. postoperativen Tag wurde in beiden
Gruppen eine tendenzielle Abnahme der Signalgebung beobachtet. Die Expression von

Osteocalcin — mRNA war in der GH — Gruppe am 21. postoperativen Tag signifikant hoher.
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Tabelle 3.12: Mittelwert des descriptiven Scores flir Osteocalcin-mRNA im gesamten
Frakturkallus zu den drei untersuchten Zeitpunkten + Standardabweichung,
*p’ =0,032, *p? = 0,016 zwischen der Placebo und GH Gruppe zum angegebenen Zeitpunkt.

Osteocalcin im Verlauf der Knochenheilung
Standzeiten | 7 Tage nach OP 14 Tage nach OP 21 Tage nach OP
Placebo 0,98 £ 0,6 1,09 £ 0,6 0,58+0,3
GH 1,59 £ 0,1* 1,79+0,3 1,46 £ 0,5%2
3.7. In Situ Hybridisierung mit Osteonectin - mMRNA

Osteonectin (oder SPARC: secreted Protein Acid and Rich in Cystein) ist die haufigste nicht-

kollagene Komponente des Knochens.
3.71. 7 Tage postoperativ

Bei der In Situ Hybridisierung liel sich sowohl in der Placebo als auch in der GH-Gruppe
schon am Tag 7 vermehrt Osteonectin-mRNA nachweisen, welche hauptsachlich in
periostalen, dem neugebildeten Geflechtknochen epithelartig angelegten, osteoblastaren und
osteozytaren Zellen zu lokalisieren war. Daneben konnte eine eher schwachere, jedoch
deutliche Signalgebung auch in vereinzelten chondrozytaren Zellen im periostalen Kallus
beobachtet werden (s. Abb. 3.38).
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Abb. 3.38: Osteonectin, GH 7 Tage, 400x VergroBerung: Neben stark signalreichen
Osteoblasten lieBen sich in der GH-Gruppe auch vereinzelte Osteonectin-mRNA
exprimierende Chondrozyten nachweisen. Das Signal in den Chondrozyten war im Vergleich
zu den mitabgebildeten Osteoblasten geringfiigig schwécher.
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Wahrend das Signal in beiden Gruppen deutlich und eher diffus verteilt war, konnte anhand
des semiquantitativen Scores ein signifikanter Unterschied in der GH-Gruppe - im Vergleich
zur Placebo-Gruppe - im Bereich des periostalen Kallus der medialen Femurseite
nachgewiesen werden. Desweiteren liel3 sich in der GH-Gruppe eine tendenziell starkere
Signalgebung flr Osteonectin-mRNA in osteoblastaren und osteozytaren Zellen des
periostalen und endostalen Bereiches der lateralen Femurseite erkennen, verglichen mit dem
gleichen Areal der Placebo-Gruppe. In den Osteotomiespalten wurde jedoch ein tendenziell

vermehrtes Auftreten von signalpositiven Zellen in der Placebo-Gruppe beobachtet (Abb.

3.39, 3.40 und 3.41).

Tabelle 3.13: Osteonectin, 7 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte +
Standardabweichung, *p = 0,032

Osteonectin 7 Tage postoperativ

ROI 1 2 3 4 5 6 7

Placebo |1,1+05 |18+11 |14+06 |12+11(10+08 |16+06 [1,4+04

GH 23+06*|14+09 (19+08 |[14+15 |18+11[08+1,1|21+0,8
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Abb. 3.39: Genexpression von Osteonectin - mRNA am 7. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms. *p = 0,032
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Abb. 3.40: Osteonectin, Placebo 7 Tage, 50x VergréBerung: Schwach bis méssiges Auftreten
von Osteonectin-mRNA exprimierenden osteoblastdren Zellen in der Placebo-Gruppe (P:
periostal, E: endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene Femurzeichnung)

¥

Abb. 3.41: Osteonectin, GH 7 Tage, 50x Vergréerung: In der GH-Gruppe liess sich eine
mdéssig bis starke Signalgebung im medialen periostalen Bereich nachweisen, welche
hauptséchlich in osteoblastdren, jedoch vereinzelt auch in chondrozytdren Zellen lokalisiert
war. Im  Osteotomiespalt wurde eine schwache Expression von Osteonectin-mRNA
beobachtet (Pfeil: signalpositive Zellen, P: periostal, E: endostal, OS: Osteotomiespal,
mediale Femurseite — eigene Femurzeichnung).
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3.7.2. 14 Tage postoperativ

Am 14. postoperativen Tag zeigte sich in der Placebo-Gruppe eine im Vergleich zum 7.
postoperativen Tag tendenziell erhéhte Signalquantitat und -qualitat im medialen periorstalen
Bereich des Femurs. Ferner lieR sich eine leichte Abnahme der Syntheseaktivitat in beiden
Osteotomiespalten erkennen. In den restlichen Regions of Interest blieb die Expression von
Osteonectin-mRNA annahernd gleich (Abb. 3.42 und 3.43).

Auf der anderen Seite lieR sich in der GH-Gruppe insbesondere im Bereich der beiden
Osteotomiespalten eine deutliche Zunahme der Expression von Osteonectin-mRNA
nachweisen. Ebenfalls zeigte sich eine im Vergleich zum 7. postoperativen Tag tendenziell
erhdhte Syntheseaktivitat in annahernd allen ausgewerteten Regions of Interest.

Dadurch wiesen die Tiere der GH-Gruppe am 14. postoperativen Tag eine im Vergleich zur
Placebo-Gruppe signifikant erhéhte Signalquantitat und -qualitat im periostalen Bereich der
medialen Femurseite sowie in beiden Osteotomiespalten bei tendenziell starkerer Expression

von Osteonectin-mRNA auch in den periostalen und endostalen Arealen lateral (Abb. 3.44).

Osteonectin-mRNA wurde auch in diesem Zeitpunkt von osteoblastaren und insbesondere
von osteozytaren Zellen des neugebildeten Geflechtknochens exprimiert. In manchen Fallen
wurde jedoch Osteonectin-mRNA auch in proliferativen Chondrozyten insbesondere in der

Placebo-Gruppe nachgewiesen.

Tabelle 3.14: Osteonectin, 14 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte =
Standardabweichung, *p = 0,008, **p = 0,032

Osteonectin 14 Tage postoperativ

ROI 1 2 3 4 5 6 7
Placebo |15+04 |08+08 |1,1+06 |[20+£0,2 [14+0,7 |0,2+0,5 |1,2+11
GH 2,6+0,3** | 2,4+0,8* | 1,4+08 |[16+15 |21+0,2 |26+09" |25+04
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Abb. 3.42: Genexpression von Osteonectin - mRNA am 14. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms. *p = 0,008,

**p = 0,032
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Abb. 3.43: Osteonectin, Placebo 14 Tage, 50x VergréBerung: Schwaches bis méassiges

Auftreten von ON-mRNA exprimierenden Zellen im periostalen Bereich insb. medialseits zu
erkennen, welches zum Osteotomiespalt deutlich abnimmt. Auch Chondrozyten waren in der
Lage, ON-mRNA zu exprimieren (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale

Femurseite — eigene Femurzeichnung)
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(S fon P TSN
Abb. 3.44: Osteonectin, GH 14 Tage, 50x VergréBerung: Starke Signalaktivitét flir ON-mRNA

in der GH-Gruppe 14 Tage postoperationem im medialen periostalen Bereich und im
Osteotomiespalt. Das Signal ist hauptsédchlich in osteoblastdren und osteozytédren Zellen
lokalisiert (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene
Femurzeichnung).

3.7.3. 21 Tage postoperativ

Die In Situ Hybridisierung mit Osteonectin-mRNA ergab eine deutliche Zunahme der
Syntheseaktivitdt im Bereich der beiden Osteotomiespalten der Placebo-Gruppe. In den
weiteren Regions of Interest blieb die Signalintensitat annahernd gleich (Abb. 3.45 und 3.46).
In der GH-Gruppe lie® sich eine im Vergleich zum 14. postoperativen Tag ahnlich hohe
Expression von Osteonectin-mRNA im medialen und lateralen periostalen Bereich sowie im
Osteotomiespalt und im endostalen Bereich medialseits bei einer tendenziellen Abnahme der
Syntheseaktivitat im Osteotomiespalt und endostal lateral (Abb. 3.47).

Signifikante Unterschiede zwischen der Placebo und der GH-Gruppe wurden am 21.

postoperativen Tag nicht beobachtet.

Tabelle 3.15: Osteonectin, 21 Tage postoperativ. Darstellung der Mittelwerte +
Standardabweichung.

Osteonectin 21 Tage postoperativ

ROI 1 2 3 4 5 6 7
Placebo |[1,8+05 [18+05 [14+09 [14+13 [13+09 [18+05 |1,4+£0,6
GH 24+04 |24+09 ({12+03 |[12+05 |14+04 |[1,8+0,8 |22+0,6

83



Ergebnisse

O Placebo B GH

ON (Score)

3 4 5 6 7

Regions of Interest

Abb. 3.45: Genexpression von Osteonectin-mRNA am 21. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagrammes.
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Abb. 3.46:. Osteonectin, Placebo 21 Tage, 50x VergréBerung: Deutliche Expression von
Osteonectin-mRNA v. a. Im Bereich des Osteotomiespaltes (P: Periostal, E: Endostal, OS:
Osteotomiespalt, laterale Femurseite — eigene Femurzeichnung).
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Abb. 3.47:. Osteonect/n GH 21 Tage, 50x VerqroBerunq Deutliche Signalgebung in
osteoblastdren und osteozytdren Zellen, die Knochenheilung ist nahezu vollstédndig
abgeschlossen. (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, laterale Femurseite — eigene
Femurzeichnung).

3.7.4. Osteonectin im Verlauf der Knochenheilung

Im Folgenden wird die Expression von Osteonectin-mRNA anhand des Mittelwertes des
descriptiven 4stufigen Scores im gesamten Frakturkallus der jeweiligen Gruppe dargestellt

und Uber den Verlauf beschrieben.

Am 7. postoperativen Tag fand sich sowohl in der Placebo als auch in der GH-Gruppe eine
annahernd gleich starke Expression von Osteonectin-mRNA. Im Verlauf kam es in der
Placebo-Gruppe zu einer tendenziellen Abnahme der Signalintensitat in den beiden
Osteomiespalten, welche dann bis zum 21. postoperativen Tag wieder anstieg. In der GH-
Gruppe wurde am 14. postoperativen Tag eine tendenzielle Zunahme der ON-Expression
beobachtet. Zu diesem Zeitpunkt fand sich eine im Vergleich zur Placebo-Gruppe signifikant

héhere Signalgebung, welche jedoch am 21. postoperativen Tag tendenziell abnahm.

Tabelle 3.16: Mittelwert des descriptiven Scores fiir Osteonectin-mRNA im gesamten
Frakturkallus zu den drei untersuchten Zeitpunkten + Standardabweichung
* p = 0,008 zwischen der Placebo und GH Gruppe am 14. postoperativen Tag.

Osteonectin im Verlauf der Knochenheilung

Standzeiten | 7 Tage nach OP 14 Tage nach OP 21 Tage nach OP
Placebo 1,4+0,5 1,2+0,3 1,5+0,5
GH 1,7+£0,7 2,2+0,3" 1,9+0,3
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3.8 In Situ Hybridisierung mit a4 Kollagen Typ Il - mRNA

Die Analyse der Genexpression von ai Kollagen Typ Il erfolgte qualitativ, mithilfe eines
Lichtmikroskops und einer speziell daflir entwickelten Bildanalyse Software. Dies ermdglichte
die genaue Auszahlung der positiven Zellen und somit die Bestimmung der absoluten Zellzahl

pro Region of Interest.

Als typischer Marker fur chondrozytdre Zellen, wurde oy Kollagen Typ Il — mRNA
ausschlief3lich von chondrozytaren und chondroblastaren Zellen exprimiert.

3.8.1. 7 Tage postoperativ

Am 7. Tag der Knochenheilung war in der Placebo-Gruppe nahezu keine a4 Kollagen Typ Il -

mRNA detektierbar. Lediglich vereinzelte, chondrozytenreiche Areale wurden in den

periostalen Reaktionen sowohl der lateralen als auch der medialen Femurseite beobachtet.

Im Gegensatz dazu fanden sich in der GH-Gruppe chondrozytenreiche Areale mit einer
starken Expression von a; Kollagen Typ Il — mRNA nahezu im gesamten Praparat.
Signifikante Unterschiede waren im periostalen Bereich medial zu verzeichnen. Tendenziell
war jedoch in allen Regions of Interest ein starkeres Auftreten von a4 Kollagen Typ Il — mRNA

exprimierenden chondrozytaren Zellen zu beobachten (Abb. 3.48, 3.49 und 3.50).

Tabelle 3.17: a: Kollagen Typ Il, 7 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte *
Standardabweichung, * p = 0,008

as Kollagen Typ Il 7 Tage postoperativ

ROI 1 2 3 4 5 6 7

Placebo | 3,33 +|0,40 +(0,07 +£[0,20 +|0,07 (120 +|280 +
3,5 0,9 0,2 0,5 0,2 1,1 3,9

GH 7527 +|2660 +]993 +/1980 +|160 +|14,40 +|2553 +
75,4* 25,8 20,8 42,0 2,6 30,6 21,4
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Abb. 3.48: Genexpression von a; Kollagen Typ Il — mRNA am 7. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms. *p = 0,008
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Abb. 3.49 as Kollagen Typ Il, Placebo 7 Tage, 50x Vergré3erung: Am 7. postoperativen Tag

konnte in der Placebo-Gruppe nahezu keine a; Kollagen Typ lI-mRNA nachgewiesen werden.
In der In Situ Hybrisidierung mit a+ Kollagen Typ Il wurden in der Placebo-Gruppe lediglich
vereinzelte chondrozytenreiche Areale insbesondere im periostalen Bereich und im
Osteotomiespalt lokalisiert, welche a; Kollagen Typ Il exprimierten (Pfeil: Chondrozytenreiche
Areale, P: periostal, E: endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene

Femurzeichnung)
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Abb. 3.50: a; Kollagen Typ Il, GH 7 Tage, 50x VergréBerung: Starkes Auftreten von ay
Kollagen Typ II-mRNA exprimierenden Chondrozyten im periostalen Bereich und im
Osteotomiespalt insbesondere der medialen Seite am 7. postoperativen Tag (Pfeil:
signalreiche Chondrozyten, P: periostal, E: endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale
Femurseite — eigene Femurzeichnung)

Die Epiphysenfuge war sowohl in der Placebo- als auch in der GH-Gruppe stets positiv (Abb.
3.51).

s
&

-~ > Epiphyse

Proliferationszone

Hypertrophe Zone

Mineralisationszone

Enchondraler Knochen

Abb. 3.51: as Kollagen Typ Il, GH 7 Tage, 400x VergréBerung: Epiphysenfuge eines mit GH-
behandelten Tieres 7 Tage postoperativ. Die a; Kollagen Typ II-mRNA exprimierenden
Chondrozyten sind deutlich zu erkennen (Pfeil).
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In der mit GH-behandelten Gruppe dieser Phase der Knochenheilung zeigten sich
chondrozytare Zellen im neu gebildeten Knorpel zwischen den beiden Kortikalisenden, die in
der Lage waren sowohl a1 Kollagen Typ I-mRNA als auch a; Kollagen Typ II-mRNA bei der
In Situ Hybridisierung zu exprimieren. Beim Versuch mit Osteocalcin-mRNA blieben diese
Zellen negativ. Lediglich eine leichte Hintergrundsfarbung in den chondrozytaren Zellen
konnte bei starkem Signal in den osteoblastaren Zellen beobachtet werden (s. Abb. 3.52, 3.53
und 3.54).
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Abb. 3.52: a; Kollagen Typ Il, GH 7 Tage, 50x VergréRerung: Starke Expression von ay
Kollagen Typ Il — mRNA in chondrozytdren Zellen des medialen Osteotomiespaltes (Pfeil:
Signalreiche Chondrozyten, P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale
Femurseite — eigene Femurzeichnung)
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Abb. 3.53: a; Kollagen Typ I, GH 7 Tage, 50x VergréRerung: Die chondrozytéren Zellen sind
in der Lage beide Kollagentypen zu exprimieren. Die a; Kollagen Typ I-mRNA positive
Osteoblasten sind bei der In situ Hybridisierung mit a+ Kollagen Typ II- mRNA negativ (Pfeil:
Signalreiche Chondrozyten bzw. Osteoblasten, P: Periostal, E: Endostal, OS:
Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene Femurzeichnung)
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Abb. 3.54: Osteocalcin, GH 7 Tage, 50x VergréBerung: In situ Hybridisierung mit Osteocalcin
— mRNA. Die osteoblastéren Zellen zeigen eine starke Expression. In den o. b.
chondrozytédren Zellen 143t sich lediglich eine diffuse Hintergrundsfarbung beobachten (Pfeil:
Signalreiche Osteoblasten, P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale
Femurseite — eigene Femurzeichnung)

3.8.2. 14 Tage postoperativ

Das histologische Bild der mit Placebo behandelten Tiere war am 14. postoperativen Tag
durch die erhéhte Proliferation und Differenzierung von chondrozytaren Zellen und somit die
Ausbildung von Knorpelgewebe, insbesondere im lateralen Osteotomiespalt charakterisiert.
Die Placebo-Gruppe befindet sich in der Phase der Chondrogenese. Die Expression von a
Kollagen Typ II-mRNA erreichte in der Placebo-Gruppe am 14. postoperativen Tag ihr
Maximum (Abb. 3.56).

Im Gegensatz dazu wurde in den mit GH-behandelten Tieren eine zunehmende Verdrangung
bzw. ein sukzessiver Ersatz des bereits am 7. postoperativen Tag gebildeten
Knorpelgewebes durch Geflechtknochen, was den Ubertritt in die enchondrale Osteogenese
gekennzeichnet. Die nachgewiesenen chondrozytdren Zellen waren im Vergleich zum 7.
postoperativen Tag deutlich weniger. Somit nahm am 14. postoperativen Tag die Expression
von a4 Kollagen Typ II-mRNA in der GH-Gruppe deutlich ab (Abb. 3.57).

In der Placebo-Gruppe wurde eine im Vergleich zur GH-Gruppe signifikant hohere

Syntheseaktivitat von a1 Kollagen Typ [I-mRNA im Osteotomiespalt der lateralen Femurseite
beobachtet (Abb. 3.55).
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Tabelle 3.18: a: Kollagen Typ Il, 14 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte *
Standardabweichung, * p = 0,008

a1 Kollagen Typ Il 14 Tage postoperativ
ROI 1 2 3 4 5 6 7
Placebo | 22,13 + | 10,40 9,07 +|1860 +|2947 +|97,80 +|26,20 +
22,4 10,4 2,00 33,3 38,2 41,0* 16,3
GH 1493 +| 19,40 1,00 +[(3,00 +|6,00 +|1160 +|22,33 +
20,7 23,1 2,2 52 10,2 19,5 26,1
O Placebo B GH
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Abb. 3.55: Genexpression von as Kollagen Typ II-mRNA am 14. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms. *p = 0,008.

SR . - ==

Abb. 3.56: a; Kollagen Typ Il , Placebo 14 Tage, 50x VergréBerung: Insbesondere im lateralen
Osteotomiespalt zeigte sich in der Placebo-Gruppe 14 Tage postoperativ eine hohe
Signalaktivitét fir a; Kollagen Typ II-mRNA (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt,
mediale Femurseite — eigene Femurzeichnung)
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Abb. 3.57: as Kollagen Typ Il , GH 14 Tage, 50x VergréBerung: Der Frakturspalt in der GH-
Gruppe ist 14 Tage postoperativ ist zu einem grof3en Teil verknbchert, so dass der
Chondrozytenanteil und somit auch die Signalaktivitét fiir a; Kollagen Typ II-mRNA deutlich
abnehmen (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene
Femurzeichnung)

3.8.3. 21 Tage postoperativ

Im weiteren Verlauf der Knochenheilung zeigte sich in der Placebo-Gruppe eine deutliche
Regression des gebildeten Knorpelgewebes bei zunehmender Bildung von Geflechtknochen,
im Rahmen der enchondralen Osteogenese. Infolge dessen wurde ein deutlicher Riickgang
der a1 Kollagen Typ [I-mRNA exprimierenden chondrozytaren Zellen in der Placebo-Gruppe
beobachtet. Dies war insbesondere auf der lateralen Femurseite ersichtlich. Lediglich im
medialen Osteotomiespalt war eine Uberhangende Prasenz chondrozytarer Zellen zu
erkennen (Abb. 3.59).

In der GH-Gruppe lieR sich eine deutliche Abnahme der Signalintensitat fur a, Kollagen Typ
II-mRNA schon am 14. postoperativen Tag nachweisen. Am 21. Tag zeigten sich lediglich

vereinzelte, a; Kollagen Typ II-mRNA exprimierende chondrozytare Zellen (Abb. 3.60).
Durch die deutliche Abnahme der Expression von a; Kollagen Typ II-mRNA lieRen sich

zwischen der Placebo und GH-Gruppe zu diesem Zeitpunkt keine signifikanten Unterschieden
erkennen (Abb. 3.58).
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Tabelle 3.19: a: Kollagen Typ Il, 21 Tage postoperativ: Darstellung der Mittelwerte *

Ergebnisse

Standardabweichung
a1 Kollagen Typ Il 21 Tage postoperativ
ROI 1 2 3 4 5 6 7
Placebo | 12,93 +|24,20 +|493 +£|900 +|187 +£|1200 +|353 ¢
25,3 36,4 14,3 20,1 8,0 23,1 121
GH 0,00 +£0,80 +(000 +|380 +[153 +|1740 +|6,07 =
0,0 1,3 0,0 6,5 3,5 10,3 7,3
@ Placebo m GH
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Abb. 3.58: Genexpression von a; Kollagen Typ Il — mRNA am 21. postoperativen Tag in den
einzelnen Regions of Interest. Darstellung anhand eines Fehlerbalkendiagramms.
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Abb. 3.59: a; Kollagen Typ Il, Placebo 21 Tage, 50x VergréBerung: Lediglich im
Osteotomiespalt der Placebo-Gruppe exprimierten vereinzelte Chondrozyten a; Kollagen Typ
II-mRNA (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite — eigene
Femurzeichnung)

Abb. 3.60: a; Kollagen Typ Il, GH 21 Tage, 50x VerqgréBerung: Der Osteotomiespalt ist am
21. postoperativen Tag in der GH-Gruppe vollsténdig knéchern durchbaut, so dass sich eine
Signalaktivitat fiir as Kollagen Typ II-mRNA bei fehlenden Chondrozyten nicht mehr
nachweisen liel3 (P: Periostal, E: Endostal, OS: Osteotomiespalt, mediale Femurseite —
eigene Femurzeichnung)

3.8.4. a4 Kollagen Typ Il im Verlauf der Knochenheilung

Im Folgenden wird die Expression von a; Kollagen Typ Il -mRNA anhand des Mittelwertes
der signalreichen Zellen/ROI im gesamten Frakturkallus in der jeweiligen Gruppe dargestellt
und Uber den Verlauf beschrieben.
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Am 7. postoperativen Tag liel sich bei der In Situ Hybridisierung mit a4 Kollagen Typ Il —
MRNA eine signifikant hdhere Expression in der GH-Gruppe nachweisen. Im Verlauf kam es
zu einer Umkehrung der Signalintensitat und zwar zeigte sich in der Placebo-Gruppe eine
signifikante Zunahme der Expression, wahrend sie in der GH-Gruppe bis zum 21.
postoperativen Tag kontinuierlich abfiel. Die hohe Signalgebung fir ai Kollagen Typ Il —
mRNA in den mit Placebo behandelten Tieren nahm dann schlief3lich am 21. postoperativen

Tag auch signifikant ab.

Tabelle 3.20: Mittelwert der a+ Kollagen Typ Il — exprimierenden Zellen/ROI im gesamten
Frakturkallus zu den 3 untersuchten Zeitpunkten + Standardabweichung,

*» = 0,008 zwischen Placebo und GH Gruppe am 14. postoperativen Tag, **p’ = 0,008
zwischen 7 und 14 Tagestieren und **o? = 0,032 zwischen 14 und 21 Tagestieren in der
Placebo-Gruppe, **p° = 0,016 zwischen 14 und 21 Tagestieren in der GH Gruppe.

a1 Kollagen Typ Il im Verlauf der Knochenheilung

Standzeiten | 7 Tage nach OP 14 Tage nach OP 21 Tage nach OP
Placebo 1,37+ 0,8 25,83 + 9,4*7 7,66 + 10,6***
GH 24,88 + 16,6 11,12+ 11,3 2,99 + 2,2**3
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4, Diskussion

4.1 Arbeitshypothese

Das zentrale Thema der vorliegenden Arbeit war, mogliche Effekte einer systemischen GH-
Applikation auf die lokale Synthese von knochenspezischen Extrazellularen Matrixproteinen
wahrend der friihen Knochenheilung zu beschreiben.

Hierzu wurde an einem mittels Fixateur externe stabilisierten Rattenosteotomiemodell
Wachstumshormon bzw. Placebo Uber 21 Tage postoperativ systemisch verabreicht.

Mittels In Situ Hybridierung wurde die mRNA Expression von 5 wichtigen Extrazellularen
Matrixproteinen am 7., 14. und 21. Tag der Knochenheilung dargestellt: aiKollagen Typ | und
Il als Marker osteogener bzw. chondrogener Zellen, Osteocalcin als Marker der
Osteoblastenaktivitat, Osteonectin und Osteopontin als Marker mineralisierender Zellen.

Es erfolgte eine bildanalytische Auswertung des positiven Signals und eine statistische

Gegenuberstellung der GH vs. der Placebo-Gruppe.

Im Einzelnen wurden folgende Fragen untersucht:

a. Kommtes wahrend der GH stimulierten Knochenheilung zu einer Veranderung der

Synthesenfahigkeit osteogener bzw. chondrogener Zellen?

b. Wird die GH - stimulierte Knochenheilung durch eine alterierte Genexpression von

knochenzellspezifischen extrazellularen Matrixproteinen charakterisiert?

c. Hat die systemische Verabreichung von GH einen Einfluss auf den

physiologischen Ablauf der Knochenheilung?
4.2 Diskussion der Ergebnisse
Es wurden insgesamt zwei Gruppen (rhGH vs. Placebo) mit jeweils n=15 Ratten (insgesamt
n=30) gebildet und untersucht. Die Heilung erfolgte bei allen Tieren per primam, ohne Anhalt
fur ein lokales oder fortgeleitetes Entziindungsgeschehen.
Auf histologischer Ebene zeigte sich nach Abschluss der initialen Inflammationsphase, am 7.

postoperativen Tag in beiden Gruppen, neugebildeter Kallus, welcher hauptsachlich von

periostal ausging und sich in Richtung Osteotomiespalt ausbreitete. Dieser war in der
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Placebo-Gruppe insgesamt gering ausgepragt. Stattdessen wurde in der GH-Gruppe eine
starke periostale Reaktion mit Ausbildung von hartem Kallus beobachtet, welcher inselartige
Strukturen mit einreihig angelegten Osteoblasten aufwies. Zwischen den beiden
Kortikalisenden, im weichen Kallus des Osteotomiespaltes, fanden sich insbesondere in der
GH-Gruppe chondrogene Zellen vor allem auf der medialen, fixateurfernen Femurseite.

Im weiteren Verlauf zeigte sich in der GH Gruppe ein zunehmender Ersatz des harten und
weichen Kallus durch neugebildeten Geflechtknochen. Der knorpelige Anteil nahm rapide ab.
Auch in der Placebo-Gruppe fand sich am 14. postoperativen eine zunehmende Verdrangung
des bindegewebigen Kallus durch trabekularen Knochen, wenn auch in geringerem Mal. Im
Gegensatz zu der GH-Gruppe wurde zu diesem Zeitpunkt eine starke Knorpelbildung im
Bereich des Osteotomiespaltes beobachtet.

Nach 21 Tagen war die Knochenheilung in beiden Gruppen nahezu abgeschlossen.

Der oben beschriebene, histologisch dargestellte Ablauf der Knochenheilung steht in
Ubereinstimmung mit Verdffentlichungen, welche die Frakturheilung bei der Ratte
berschreiben ¢4 126) Die histologische Beurteilung der mit Wachstumshormon beeinflussten
Heilung zeigte eine schnellere Ausbildung und Verknécherung des Kallus, gekennzeichnet
durch ein friiheres Auftreten von Knorpelarealen und trabekularem Knochen. Dies lasst
vermuten, dass die systemische Applikation von Wachstumshormon eventuell zu einer
beschleunigten Abfolge der Phasen der Knochenheilung und einem beschleunigten
Remodeling des Kallus des frakturierten Knochens fuhrt. Chondrogenese, enchondrale
Osteogenese und Remodeling scheinen, unter Einfluss des Wachstumshormons im Vergleich

zur Placebo-Gruppe zu einem friiheren Zeitpunkt einzusetzen.

Bei der In Situ Hybridisierung mit a1 Kollagen Typ | zeigte sich, dass es bei den Tieren, welche
mit Wachstumshormon behandelt wurden, im Vergleich zur Placebo-Gruppe, zu einem
frGheren und vor allem starkeren Auftreten von osteoblastaren Zellen kam. Bereits am 7.
postoperativen Tag fand sich eine signifikant hdhere Expression von as Kollagen Typ |,
insbesondere im Bereich des medialen und lateralen periostalen Kallus.

Am 14. postoperativen Tag fand sich in der mit Wachstumshormon behandelten Gruppe
weiterhin eine signifikant starkere Signalgebung. Diese wurde vor allem im periostalen und
endostalen Bereich der medialen Seite sowie im lateralen Osteotomiespalt beobachtet.
Nach 21 Tagen zeigte sich in der Wachstumshormongruppe eine tendenzielle Abnahme der
Syntheseaktivitat fir as Kollagen Typ |, insbesondere im endostalen Bereich beider Seiten bei

einer signifikanten Abnahme dieser in der Placebo-Gruppe. Die Expression von a1 Kollagen
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Typ | war in der Wachstumshormongruppe im Bereich beider Osteotomiespalten signifikant

hoher.

Die In Situ Hybridisierung mit Osteocalcin-mRNA zeigte ein ahnliches Verteilungsmuster.
Nach 7 Tagen fand sich in der Wachstumshormongruppe eine signifikant starkere Expression
von Osteocalcin-mRNA, welches insbesondere im periostalen Bereich sowohl lateral als auch
medial ersichtlich war.

14 Tage postoperationem zeigte sich in der mit Wachstumshormon behandelten Gruppe eine
tendenzielle Zunahme der Syntheseaktivitat fir Osteocalcin-mRNA, vor allem im Bereich
beider Osteotomiespalten. Es konnte eine signifikant erhéhte Expression von Osteocalcin m-
RNA periostal der medialen Femurseite und im lateralen Osteotomiespalt der GH stimulierten
Gruppe im Vergleich zur Placebo-Gruppe.

Nach 21 Tagen blieb die Expression von Osteocalcin-mRNA in der Wachstumshormongruppe
nahezu gleich, wahrend sie in der Placebo-Gruppe tendenziell abfiel. Die Syntheseaktivitat
fur Osteocalcin-mRNA war in der GH-Gruppe signifikant hdher im Osteotomiespalt beidseits

und periostal medial.

as Kollagen Typ | und Osteocalcin sind Proteine, die von osteogenen Zellen produziert werden
und daher haufig zur Identifizierung von Osteoblasten und Osteozyten sowie als wichtige
Marker fur die Kontrolle des Verlaufs der Knochenheilung und des Knochenwachstums in
molekularbiologischen Studien verwendet werden (12 €0, 63,78, 86, 87, 88, 104)

Die In Situ Hybridisierung mit a; Kollagen Typ | und Osteocalcin erbrachte, dass die
systemische Applikation von Wachstumshormon zu einer signifikant erhéhten Expression
dieser Proteine bei einem starkeren Auftreten von osteogenen Zellen fihrt. Dies 14kt den
Schluss zu, dass es wahrend der stimulierten Knochenheilung zu einer positiven
Beeinflussung der Proliferation und der Syntheseaktivitat osteogener Zellen kommt.

Ferner |4t sich vermuten, dass die systemische Applikation von Wachstumshormon auch die
Differenzierung von osteogenen Zellen in reifere, matrixproduzierende Zellen positiv

beeinflusst.

Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit zahlreichen in vitro Studien. Langdahl et al.
konnten nachweisen, dass die Stimulation von humanen Osteoblasten-ahnlichen Zellen mit
rekombinantem, humanen Wachstumshormon zu einer Steigerung der Proliferation und
Differenzierung dieser Zellen fiihrt ¢, Slootweg et al. und Kassem et al. konnten anhand

einer in vitro Studie zeigen, dass die Stimulation von osteoblastaren Zellen mit
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Wachstumshormon zu einer Steigerung der Syntheseaktivitat fir ai Kollagen Typ | und
Osteocalcin fiihrt €0 152),

Doessing et al. konnten 2010 nachweisen, dass die 14tagige, systemische Applikation von
rekombinantem Wachstumshormon die Genexpression von a4 Kollagen Typ I-mRNA in
Muskeln und Sehnen von gesunden, jungen Menschen stimuliert 8. Ein Jahr spater schlugen
Krusenstjerna-Hafstrg et al. infolge einer in vivo Studie vor, a; Kollagen Typ | und Osteocalcin
als biochemische Marker zur Detektion von GH Missbrauch einzufihren. Es wurde hierbei
nachgewiesen, dass Patienten mit einer operierten Tibiafraktur zu einen signifikant héheren
Serumspiegel von a4 Kollagen Typ | und Osteocalcin aufweisen, wenn ihnen - wahrend der
Knochenheilung - GH verabreicht wird. Der signifikant hdhere Serumspiegel ist bis zu 8 (a4
Kollagen Typ |) bzw. 12 Wochen (Osteocalcin) nach Pausieren der Wachstumshormons

nachweisbar ©6),

Die Analyse der Osteopontin-mRNA zeigte nach 7 Tagen in der mit Wachstumshormon
behandelten Gruppe eine signifikant starkere Signalintensitat, insbesondere im periostalen
Bereich der medialen und lateralen Seite.

Am 14. postoperativen Tag lieR sich eine deutliche Abnahme der Expression von
Osteopontin-mRNA in  der Wachstumshormongruppe feststellen, wahrend die
Syntheseaktivitdt in der Placebo-Gruppe, insbesondere im Bereich der periostalen
Reaktionen tendenziell zunahm.

Nach 21 Tagen liel3 sich eine Abnahme der Expression von Osteopontin-mRNA sowohl in der

Placebo als auch in der Wachstumshormongruppe nachweisen.

Dieses Ergebnis stimmt vollkommen mit einer in vivo Studie Gberein, die erst vor kurzem
(2017) verodffentlicht wurde: Ju et al. zeigten an einem orthodontischen Rattenmodell, dass
die systemische Verabreichung von Wachstumshormon zu einem starken Anstieg der
Osteopontinexpression am 7. Tag flhrt, gefolgt von einem signifikanten Abstieg am 10. Tag,
im Vergleich zur Placebo-Gruppe 8.

Neben Fibronectin, Bone sialoprotein und Thrombospondin gehért Osteopontin zu den cell-
attachment-proteins.  Osteopontin  soll mit dem CD 44  multifunktionalen
Oberflachenglykoprotein interagieren, welches Hyaluronsaure, Fibronectin und a4 Kollagen
Typ | bindet. Ferner soll es liber eine Kalzium-Bindungskapazitat verfligen ©2. Wahrend ay
Kollagen Typ | und Osteocalcin Uberwiegend von osteoblastaren und osteozytaren Zellen
gebildet werden, wurde Osteopontin in Osteoblasten und Osteozyten sowie zusatzlich in
Osteoklasten nachgewiesen % 72 so dass eine potentielle physiologische Rolle von

Osteopontin in der Knochenresorption vermutet wird (72,
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Mrak et al. konnten 2007 im Rahmen einer in vitro Studie nachweisen, dass das
Wachstumshormon die Interaktion zwischen Osteoblasten und Osteoklasten reguliert, was
vermutlich das Knochenremodeling beschleunigt (1'%, Ohlsson et al. stellten 1998 das
biphasische Model der GH-Wirkung in der Knochenheilung vor. Nach diesem Model kommt
es bei der stimulierten Knochenheilung durch Wachstumshormon zunachst zu einer
Steigerung der Knochenresorption, welche anschlieend von einer erhéhten
Knochenformation gefolgt wird. Erst wenn die Knochenformation mehr als die
Knochenresorption stimuliert wird (transition point), kommt es zu einer Zunahme der
Knochenmasse (29, Dies konnte die Abnahme der Expression der Osteopontin-mRNA in der

mit Wachstumshormon behandelten Gruppe im Laufe der Knochenheilung erklaren.

Die Auswertung der In Situ Hybridisierung mit Osteonectin-mRNA brachte folgendes
Ergebnis:

Am 7. postoperativen Tag fand sich in der GH-Gruppe eine starkere Syntheseaktivitat fur
Osteonectin-mRNA, welche im Bereich des periostalen Kallus medial signifikant - verglichen
zur Placebo-Gruppe - war.

Am 14. postoperativen Tag wurde in der GH-Gruppe eine tendenzielle Zunahme der
Expression fir Osteonectin-mRNA bei einer gleichzeitigen Abnahme in der Placebo-Gruppe
und insbesondere in den beiden Osteotomiespalten. Zu diesem Zeitpunkt fand sich in der GH-
Gruppe eine signifikant erhohte Signalquantitdt und —qualitat im lateralen und medialen
Osteotomiespat.

Nach 21 Tagen fand sich in der GH-Gruppe eine tendenzielle Abnahme der Syntheseaktivitat,

wahrend die Syntheseaktivitat in der Placebo-Gruppe eher zunahm.

Osteonectin ist ein phosphoryliertes, kalziumbindendes Glykoprotein, welches aul3er von
Osteoblasten noch von Hautfibroblasten, Sehnenzellen und Odontoblasten synthetisiert wird
und eine wichtige Rolle in der Initiierung der Mineralisation zu spielen scheint (3972.120.141.157)
In einer in vivo Studie lie} sich ferner feststellen, dass die Produktion von Osteonectin ein
Maximum aufweifst, wenn der Ossifikationsprozess am aktivsten ist ("), Desweiteren wurde
in einer weiteren in vivo Studie gezeigt, dass Osteonectin von fibroblastischen und
osteoblastaren Zellen wahrend rapider Proliferation und Differenzierung exprimiert wird ¢,

Die verstarkte Expression von Osteonectin-mRNA in der mit Wachstumshormon behandelten
Gruppe im Vergleich zur Placebo-Gruppe sowie der verspatete Anstieg der Syntheseaktivitat
fur Osteonectin-mRNA in der Placebo-Gruppe weisen daraufhin, dass die durch

Wachstumshormon stimulierte Heilung zu einem beschleunigten Remodeling des Kallus flhrt.
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Die In Situ Hybridisierung mit ai Kollagen Typ II-mRNA erbrachte am 7. postoperativen Tag
eine signifikant starkere Expression von a4 Kollagen Typ II-mRNA in der
Wachstumshormongruppe periostal lateral, als Zeichen des Ubertritts in die néchste Phase
der Knochenheilung, die Chondrogenese, wahrend in der Placebo-Gruppe nahezu kein
Signal zu beobachten war.

Nach weiteren 7 Tagen lie} sich das umgekehrte Bild beobachten: Die Syntheseaktivitat flr
a1 Kollagen Typ II-mRNA nahm in der GH-Gruppe deutlich ab, wahrend sie in der Placebo-
Gruppe signifikant anstieg. Gleichzeitig zeigte sich in der GH-Gruppe ein vermehrtes
Verdrangen bzw. Ersetzen des Knorpelgewebes durch den neugebildeten Geflechtknochen.
Die mit Wachstumshormon behandelte Gruppe befand sich somit in der Phase der
enchondralen Ossifikation.

Nach 21 Tagen fand sich in beiden Gruppen eine Abnahme der Expression von a4 Kollagen
Typ [I-mRNA.

a1 Kollagen Typ II-mRNA ist ein Protein, welches typischer Weise von chondrozytaren Zellen
produziert wird und das haufigste kollagene Protein im Knorpelgewebe darstellt. In in vitro
Studien wurde bisher gezeigt, dass Wachstumshormon das Wachstum von Knorpelgewebe
stimuliert, indem es die Proliferation und Differenzierung chondrogener Progenitorzellen
fordert (29, Ferner konnte in einer weiteren in vivo Studie nachgewiesen werden, dass die
exogene Applikation von Wachstumshormon zum einen zu einer gesteigerten Proliferation
von Chondrozyten und zum anderen zu einer erhdhten Syntheseaktivitat fir a Kollagen Typ
[I-mRNA fihrt . Der hochste Proliferationsindex konnte sogar schon 24 Stunden nach

Applikation des Wachstumshormons erreicht werden.

Die Analyse von a4 Kollagen Typ II-mRNA lasst die Vermutung zu, dass die exogene,
systemische Applikation von Wachstumshormon einerseits die Abfolge der unterschiedlichen
Phasen der Knochenheilung beschleunigt und andererseits zu einer gesteigerten Proliferation

und Differenzierung chondrogener Zellen flhrt.

Die Unterteilung in Regions of Interest sowie ihr Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen
und Zeitpunkten war wichtig, um die Wirkung des Wachstumshormons genauer darstellen zu
kénnen. Es war ersichtlich, dass die Expression von extrazellularen Matrixproteinen in der
Placebo-Gruppe eher ein gleiches Verteilungsmuster sowohl im endostalen als auch im
periostalen Bereich und im Osteotomiespalt aufweist, wahrend in der mit Wachstumshormon

behandelten Gruppe die Expression von extrazellularen Matrixproteinen periostal beginnt und
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sich erst im Laufe der Knochenheilung in den Osteotomiespalt und den endostalen Bereich

ausdehnt.

Die nachgewiesenen Unterschiede zwischen der lateralen und medialen Seite des Femurs
kénnten sich durch einen eventuellen Rigiditatsunterschied erklaren lassen: Die laterale Seite
kénnte sich als die Fixateur externe-tragende Seite im Vergleich zur gegentberliegenden
medialer Seite mdglicherweise als etwas stabiler erweisen. Mikrobewegungen kénnen an den
Kortikalisenden eines Knochendefektes eine enchondrale Ossifikation induzieren, was unter
Umstanden das signifikant hdhere Auftreten von chondrogenen Zellen und somit m-RNA-
Expression von a4 Kollagen Typ Il am 7. postoperativen Tag im medialen periostalen Bereich
und tendenziell auch im medialen Osteotomiespalt der GH stimulierten Gruppe erklaren

kénnte (39,

Die vorliegende Arbeit konnte den in vivo Einfluss vom Wachstumshormon auf die Bildung
extrazellularer Matrixproteine im Verlauf der frihen Knochenheilung darstellen. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass Wachstumshormon seine stimulierende Wirkung durch
eine Erhdhung der Synthese von extrazellularen Matrixproteinen entfaltet, die im Falle der
osteoblastaren Syntheseaktivitat ihr Maximum um den 14. postoperativen Tag erreicht und
eine langere Expressionsdauer aufweist und im Falle der chondrozytéaren Syntheseaktivitat
schon am 7. Tag eintritt, jedoch eine eher kiirzere Expressionsdauer hat. Andererseits 1a3t
sich anhand der dargestellten Ergebnisse vermuten, dass die durch Wachstumshormon
stimulierte Knochenheilung durch eine Beschleunigung der Zellproliferation und

Differenzierung charakterisiert ist.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die biomechanischen und histomorphologischen Ergebnisse
vorangegangener in vivo Studien und kénnten eine Erklarung fir die dort gefundene
signifikant beschleunigte Knochenheilung, héhere Kallusformation und torsionale Stabilitat
des frakturierten Knochens im Vergleich zur Kontrollgruppe geben (27:89.11.55,58,82,102,115,120)

Bak et al. zeigten bereits 1991 im Rahmen einer in vivo Studie, dass solche Ratten, welche
Uber die ersten 20 Tage und jene, welche Uber den gesamten Verlauf der Knochenheilung
Wachstumshormon erhielten, eine signifikant hohere Belastbarkeit und Steifigkeit des
frakturierten Knochens aufwiesen® 2. 2002 haben Bail et al. die Wirkung von GH auf die
Distraktionsosteogenesis von Tibia und Fibula am Schweinmodell histomorphometrisch
untersucht. Dabei wurden bei 10 Mikropigs 100 pg/Kg/Tag rpGH fur 25 Tage appliziert vs. 10
Mikropigs, welche Uber den gleichen Zeitraum Placebo erhielten. Die Untersuchung ergab

eine signifikant erhdhte Kallusformation sowie schnellere Ossifikation bei der GH Gruppe .
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Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Kolbeck et al. ein Jahr spater, indem sie die systemische
Wirkung von rpGH auf die Knochenheilung von osteotomierten Tibia am Schweinmodell
untersuchten. Die GH Gruppe wies dabei bessere torsionale Steifigkeit, fortgeschrittene

Kallusformation und héhere Knochenmineralisation auf 2.

Wachstumshormon entfaltet seine Wirkung zum gréfiten Teil Uber IGF-I. Ferner gibt es
zahlreiche Hinweise darauf, dass das Wachstumshormon auch die Freisetzung anderer
Wachstumsfaktoren, wie z. B. die von BMPs induziert 9.

Auch fir die Applikation von allein oder in Kombination applizierten Wachstumsfaktoren, wie
von dem Insulin-like-Growth Faktor-l und -ll (IGF-I und Il), dem Transforming-Growth Faktor-
B (TGF-B) und dem Bone Morphogenetic Protein (BMP) werden in der Literatur deutliche
Effekte auf Knochenstoffwechsel, Wachstumsgeschwindigkeit, Kallusformation und

torsionale Stabilitat beschrieben.

Langdahl et al. konnten nachweisen, dass die Applikation von IGF-I und -Il zu einer signifikant
erhohten Proliferation der stimulierten humanen Osteoblasten-ahnlichen Zellen und
Markstromazellen fuhrt. Ferner konnte in dieser Studie auch ein synergistischer Effekt von
IGF-l,-1l und Wachstumshormon beobachtet werden ©”. Ebenfalls haben Sundstrém et al.
2014 gezeigt, dass die gleichzeitige Verabreichung von GH und IGF-l zu einem signifikant
héheren IGF-I Serumspiegel fuhrt, ohne jedoch die endogene GH Sekretion zu
kompromitieren. Die kombinierte Therapie erbrachte einen additiven Effekt, was die
Knochenmasse betraf, stimulierte jedoch das longitudinale Knochenwachstum weniger, als
das GH allein %8, In einem anderen Rattenmodel konnten Wildemann et al. beobachten,
dass die simultane lokale Applikation von IGF-I und TGF-B mittels beschichteter
Plattenosteosynthese zu einer signifikant hoheren torsionalen Stabilitat des osteotomierten
Femurs sowie zu einer beschleunigten Mineralisation des Frakturkallus fihrt (%9, Lind et al.
konnten nachweisen, dass das TGF-B die Knochenheilung beschleunigt ©". Ebenfalls
beobachteten Barnes et al. einen positiven Einfluss von BMPs auf die Proliferation und

Differenzierung von osteoblastéren Zellen.

Die Wirkung der Wachstumsfaktoren scheint jedoch je nach Applikationsart, Dosierung und
Eigenschaften des Tragermediums stark zu variieren. Wahrend die Kombination von
Wachstumsfaktoren in manchen Studien die Knochenheilung positiv beeinflusst hat, fihrt sie
nicht automatisch zu einer Summierung der positiven Effekte ¢4 13, Ebenfalls konnte im
Rahmen anderer Studien nachgewiesen werden, dass die Applikation von BMP-2 zu keinem

nennenswerten Effekt auf die Knochenheilung unter stabilen mechanischen Verhaltnissen
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fihrte ('®. Ferner konnte beobachtet werden, dass die Applikation von TGF- in arthrotische

Mauseknie auch die Entstehung von Osteophyten induziert. 8.168),

Der grol3e Unterschied zwischen der Applikation von Wachstumshormon und der von den
verschiedenen Wachstumsfaktoren liegt darin, dass letztere entweder Gber ein Tragermaterial
oder durch eine Injektion lokal verabreicht wurden. Im Gegensatz dazu wurde das
Wachstumshormon bisher fast ausschlief3lich systemisch verabreicht. In einer placebo
kontrollierten Studie haben Schmidmaier et al. 2002 die Wirkung von GH und von anderen
lokal applizierten Wachstumsfaktoren allein und in Kombination auf die Knochenheilung
untersucht. Anhand eines Rattenfrakturmodells, welches operativ mit Implantaten versorgt
wurde, wurden insgesamt 4 Gruppen gebildet: Die erste Gruppe erhielt unbeschichtete
Implantate, die zweite wurde mit IGF-I und TGF-B1 beschichteten Implantaten versorgt, die
dritte erhielt GH systemisch und die vierte sowohl die IGF-I und TGF-B1 beschichtete
Implantate als auch GH via s. c. Injektionen. Es ergab sich, dass sowohl die lokale Applikation
von IGF-I und TGF-B1 Uber die Implantate als auch die systemische Applikation von GH die
Knochenheilung stimulieren, wobei die lokalen Wachstumsfaktoren einen grésseren Effekt
als das systemische GH aufwiesen. Die Kombination beider Verfahren habe zu keiner
additiven Wirkung gefiihrt (145 146),

Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass ein systemisch erhdhter Serumspiegel von IGF-I die
Entstehung von Tumoren, wie z. B. Lungen-, Prostatakarzinom und kolorektalen Tumoren
begunstigen soll 29193  Epenfalls ist ein erhohter Wachstumshormonspiegel mit der
Entstehung von Leukamie, Diabetes Mellitus, Carpal-Tunnel-Syndrom und arterieller
Hypertonie vergesellschaftet (06364 wahrend die systemische Applikation von
Wachstumshormon fir Kinder mit Wachstumshormonmangel, mangelhaftem Wachstum
aufgrund einer Niereninsuffizienz, Turner-Syndrom oder Prader-Willi-Syndrom und in den
U.S.A flr Kinder mit idiopathischen Wachstumsdefiziten zugelassen ist ©3).

Die Entstehung von diesen u. U. fatalen Nebenwirkungen von GH scheint nicht nur von der
Verabreichungsart (systemisch), jedoch auch von der applizierten Dosis stark abzuhangen.
2003 wurde von Weissberger et al. die Applikation von rhGH an Patienten, welche sich einer
elektiven Huftendoprothesenimplantation unterziehen, 14 Wochen praoperativ bis 2 Wochen
postoperativ, untersucht. In den 14 Wochen praoperativ wurde GH in einer Dosis von 0,04 1U/
Kg/ Tag verabreicht, gefolgt von einer Verdoppelung der Dosis flr die 2 Wochen postoperativ.
Dadurch sei es zu einer Steigerung der Muskelmass praoperativ und einer Besserung der

Funktion, gemessen in einer 4-Min-Laufdistanz, postoperativ gekommen. Es wurden jedoch
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ungunstige, dosisabhangige Falle von Flissigkeitsretention und Gelenkschmerzen berichtet
(177).

Im selben Jahr wurde eine weitere Studie zur Untersuchung der Wirkung von rhGH auf 31
Frauen mit einer Huftfraktur verdffenticht, wobei Dosierungen von 0,05 und 0,025 mg/ Kg/
Tag rhGH s. c. einmal taglich fur 14 Tagen appliziert wurden. Die Untersuchung ergab keinen
Unterschied in der Sekretion von IGF-l und IGFBP-3 zwischen den beiden rhGH Gruppen,
wahrend sie im Vergleich zur Placebo-Gruppe erhéht war. Es zeigten sich jedoch bei den
Patienten der rhGH Gruppen ernste Nebenwirkungen wie Nierenisuffizienz,
Lungenarterienambolie und Myokardinfarkt, wahrend bei den Kontroll-Patienten zu keiner
ernsthaften Nebenwirkung kam (185),

2004 publizierten Hedstrom et al. ihre Ergebnisse der systemischen Gabe von rhGH an 20
Patienten mit Hiftfraktur. rhGH wurde in einer Dosis von 0,1 IU/ Kg/ Tag einmal tgl. s. c.
injiziert, die Studie wurde jedoch abgebrochen, wegen der Ergebnisse einer parallellaufenden
Studie, welche eine steigernde, auf die Applikation von rhGH zurlickzufihrende Mortalitat bei
kritisch kranken Patienten erbrachte (%), Hedstrom et al. setzten die Studie ein Jahr spater
mit einer auf 0,04 mg/ Kg/ Tag reduzierten Dosis fort. Die Ergebnisse zeigten eine signifikant
erhohte Sekretion von IGF-l in der rhGH Gruppe, wahrend die einzige aufgetretene

Nebenwirkung zwei Falle mit Weichteildédemen darstellten 9.

Lediglich in den letzten Jahren wird das Wachstumshormon lokal auf die Oberflache der
tibialen Diaphyse nach durchgefiihrter Osteotomie bzw. als Beschichtung von intramedullaren
Zahnimplantaten mit ahnlichen Ergebnissen hinsichtlich der Knochenstimulation appliziert
(2294968)  Theyse at al haben bei ausgewachsenen Labrador grosse,
pseudarthrosengefahrdete Ulnadefekte bilateral erzeugt und auf der einen Seite lokal rpGH
vs. Placebo Uber osmotische Pumpen kontinuierlich verabreicht. Es wurde eine
fortgeschrittene Kallusformation mit Uberbriickung des breiten, pseudarthrosengefahrdeten
Defektes beider Ulnae in der GH Gruppe beobachtet (169,

Demzufolge stellt die Moglichkeit einer lokalen Anwendung vom Wachstumshormon in einer
Dosierung, welche keine gleichzeitige Erhdhung des systemischen Spiegels vom
Wachstumshormon oder IGF-I bewirkt und somit die o. b. Nebenwirkungen einer
systemischen Applikation nicht auslést, eine hoffnungsvolle Perspektive dar. Die Mdglichkeit
einer lokalen Anwendung vom Wachstumshormon allein Uber eine Injektion oder in
Kombination mit verschiedenen Tragermaterialien zur Verbesserung der Knochenheilung

ware aufgrund der vorliegenden Ergebnisse vielversprechend.
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4.3 Diskussion der Methoden

4.3.1 Operation und postoperative Behandlung

Ratten sind neben Mausen, die am haufigsten verwendeten Tiere fir molekularbiologische
Studien, insbesondere im Zusammenhang mit der Untersuchung der Knochenheilung.
Zahlreiche Studien Uber die Wirkung von Wachstumshormon auf die Knochenheilung sind am
Rattenmodell durchgefijhrt worden (2, 3,9, 10, 11, 12, 32, 47, 58, 71, 72, 78, 104, 109, 115, 128, 142, 145, 146, 151, 154,
157,161, 174, 179, 185, 188)  Dadurch war es moglich, einerseits bereits vorliegende Erkenntnisse
anderer Arbeitsgruppen bei der Konzeption und Durchfiihrung des eigenen Projekts zu

berlcksichtigen, andererseits die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

Zur Stabilisierung der Knochenenden nach der Osteotomie fur die Dauer der Heilung wurde
ein Fixateur externe angebracht. Dieses Verfahren bietet im Vergleich zu anderen Methoden
wie z. B. der Implantation von intramedulldren Krafttrdgern eine zusatzliche mechanische
Stabilitdt hinsichtlich der Rotationsbewegung. Ferner werden dadurch eine eventuelle
Kompromittierung der endostalen Durchblutung sowie eine mogliche Beeintrachtigung der
Knochenheilung durch mechanische Einflisse vermieden. Diese Fixationsmethode wurde

bereits in Modellen der Distraktionsosteogenese flir Ratten komplikationslos verwandt @ 133),

Da sich die vorliegende Arbeit hauptsachlich mit der frihen Knochenheilung befassen sollte,
mussten die Standzeiten der operierten Tiere an den uns bekannten zeitlichen Ablauf der
Frakturheilung bei der Ratte angepasst werden 9 %4126)  Als Zeitpunkte wurden aufgrund
dessen der 7. (Erfassung der intramembrandésen Knochenheilung - Beginn der
Chondrogenese), 14. (Beginn der enchondralen Osteogenese) und 21. Tag (Abschluss der
enchondralen Osteogenese, Remodeling) postoperativ untersucht. Zur vollstandigen
Erfassung der initialen Mechanismen der Knochenheilung sowie zur Beurteilung des genauen
sequentiellen Ablaufs des Heilungsprozesses waren eventuell auch frihere sowie

Zwischenstandzeiten erforderlich.

4.3.2 In Situ Hybridisierung

Die semiquantitative und qualitative Analyse wurde anhand der Technik der nicht-radioaktiven
In Situ Hybridisierung mit Digoxigenin markierten mRNA Sonden, welche vorher von den

entsprechenden cDNA-Klonen nach Amplifizierung mittels PCR durch in vitro-Transkription

erzeugt wurden, durchgefihrt. Dadurch war es maoglich, einerseits die Genexpression im
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histologischen Schnitt zu lokalisieren und andererseits die entsprechende mMRNA
exprimierenden Zellen zu identifizieren und zu charakterisieren.

Die In Situ Hybridisierung ist eine weltweit angewandte Methode zur Untersuchung der
Expression verschiedener mMRNA Sequenzen in unterschiedlichen Geweben
(33,61,122,163,167,184187) " |m Rahmen mehrerer in vitro und in vivo Studien wurde die In Situ
Hybridisierung bereits zur genauen Untersuchung der Genexpression von extrazellularen

Matrixproteinen und  Charakterisierung der exprimierenden Zellen eingesetzt
(71,72,100,121,140,141,171)

Trotz des hohen Stellenwertes der Methode in molekularbiologischen Studien, eignet sie sich
nur zur semiquantitativen und qualitativen Untersuchung der Genexpression bestimmter
MRNA Sequenzen. Zur quantitativen mRNA Analyse ware die Durchfihrung anderer
Methoden, wie z. B. der quantitativen PCR, welche nach Extraktion der RNA aus dem
Gewebe eine densitometrische Messung der RNA Menge ermdglichen, denkbar.

Desweiteren laRt sich durch den Nachweis einer mMRNA Sequenz auf dem histologischen
Schnitt nicht mit absoluter Sicherheit sagen, ob tatsachlich daraus das entsprechende Protein
entsteht. Aufgrund dessen sollte im Verlauf nach dem Nachweis einer bestimmten mRNA
Sequenz eine immunhistochemische Untersuchung mit spezifischen Antikérpern gegen das

Protein, welches nach der Translation der mMRNA Sequenz entstehen sollte, erfolgen.

4.3.3 Auswertung

Um eine groltmdgliche Ubereinstimmung und damit Vergleichbarkeit der Schnittebenen zu
erreichen, wurden aus den jeweiligen Praparaten Serienschnitten angefertigt, welche mit
fortlaufenden Nummern versehen wurden. Bei der Durchflihrung der In Situ Hybridisierung
wurden jedes Mal Schnitte aus der Mitte des Frakturkallus gewanhlt, welche innerhalb eines
bestimmten Bereichs lagen. Die verschiedenen Schnitte und Gewebetypen wurden erst
einzeln und dann zusammen beurteilt. Trotz dieser MaBRnahme zeigte sich, dass die
Praparate zum Teil inter- und intraindividuelle Unterschiede in der Morphologie und
Zusammensetzung der Kallusse aufwiesen. Mdglicherweise ist die Reaktion auf die
Applikation von exogenem Wachstumshormon von Individuum zu Individuum unterschiedlich,

wie auch letztendlich das individuelle Heilungspotential.

Durch die aggressiven physikalischen und enzymatischen Bearbeitungsprozesse im Rahmen
der In Situ Hybridisierung, welche notwendig waren, um vorhandene Enzyme und andere
Proteine von den Gewebeschnitten zu entfernen, um sie dadurch fir RNA Sonden permeabel

zu machen ohne sie dabei zu beschadigen, kam es nicht selten zum Gewebeverlust. Der
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Versuch die Praparate vor der In Situ Hybridisierung in der Mikrowelle “festzubacken” oder

sie auf einer heissen Platte zu erhitzen, erwies sich als wenig hilfreich.

Bei der In Situ Hybridisierung fanden sich deutliche intrazellulare Signale bei einer leichten
Anfarbung des umliegenden Gewebes. Diese Hintergrundfarbung konnte durch die
Verwendung von 0,2%iger Glycinlésung zum Blockieren der Proteinase K, sowie durch die
Applikation eines modifizierten Blocking Mediums zur Stringenzerhéhung nur geringfligig
gemindert werden. Es zeigte sich jedoch, dass Zellzytoplasma und Hintergrund sich nicht zum
gleichen Zeitpunkt anfarbten, so dass durch ein friihzeitigeres Abbrechen der Farbreaktion
eine geringe, selektive Reduktion der Hintergrundfarbung erreicht werden konnte. Trotz
dieser MalRnahme konnte die Hintergrundfarbung nicht ausreichend vermieden werden.
Dadurch war die Diskriminierung insbesondere der osteoblastaren Zellen, die einen
Durchmesser von ca. 20-30 um aufweisen und zum Teil in Clustern gelegen haben, erheblich
erschwert. Deswegen wurde fur die Auswertung der vor allem von osteoblastaren Zellen
exprimierten mRNA - Sequenzen eine semiquantitative, deskriptive Analyse anhand eines 4-
stufigen Scores (von 0 bis 3) angewandt, welches wiederum ein anerkanntes Verfahren zur

Beurteilung von histologischen Praparaten darstellt #25379),

Anders sah die Situation bei der Auswertung von ai Kollagen Typ Il — mRNA aus, welche
hauptsachlich von chondrozytaren Zellen exprimiert wird. Die Chondrozyten werden durch
eine perizellulare Matrix umgeben, welche hauptsachlich aus Proteoglykanen und
Hyaluronsaure besteht. Diese Matrix verleiht den Chondrozyten den im Lichtmikroskop gut
erkennbaren Hof. Bei der In Situ Hybridisierung kam es zu einer starken Anfarbung des Kerns
der Knorpelzellen, die durch den Knorpelzellenhof gut voneinander zu unterscheiden waren.

Aufgrund dessen war hier eine computergestitzte bildanalytische Auswertung maoglich.

Der grofite Vorteil einer computerassistierten bildanalytischen Auswertung findet sich in der
einfachen Bedienung des Systems. Dadurch wird eine vergleichbare, nicht von individuellen
Faktoren abhangige Auswertung gewahrleistet. Jede Region of Interest entsprach der
Bildflache des Computers bei 200facher VergroRerung am Durchlichtmikroskop
(VergroRerungsokular 10x / Objektiv 20x). lhre Festlegung war damit ebenfalls frei von

subjektiven Entscheidungen.
Auf der anderen Seite kann anhand eines deskriptiven Scores die Morphologie eines

histologischen Praparats genauer beurteilt werden. Das Scoren unterliegt als

Auswertungssystem subjektiven Einflissen und ist von Untersucher zu Untersucher nicht
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vollstandig reproduzierbar. Zur Vermeidung von subjektiven Einflissen wurde jedes

histologische Praparat von zwei unabhangigen Untersuchern analysiert und klassifiziert. Der

daraus entstandene Mittelwert diente als Wert zur Auswertung der histologischen Praparate.
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5. Zusammenfassung

Zahlreiche in vivo Studien der letzten Jahrzehnte haben gezeigt, dass die exogene
Applikation von Wachstumshormon die Uberbriickung von Knochendefekten beschleunigen
kann. Welche genauen molekularen und zellbiologischen Effekte dieser Wirkung zugrunde

liegen, blieben jedoch ungeklart.

Ziel dieser Studie war es, an einem Osteotomiemodell der Ratte die Wirkung von systemisch
applizierbarem Wachstumshormon auf die Knochenheilung auf histologischer Ebene zu
beschreiben. Anhand von spezifischen RNA-Sonden flir ausgewahite, an der Knochenheilung
beteiligte Extrazellulare Matrixproteine wurde das Niveau der Genexpression sowie das
Verteilungsmuster der Zellen in der physiologischen und durch exogenes Wachstumshormon

stimulierten Knochenheilung dargestellt.

Bei adulten Sprague-Dawley Ratten (weiblich, n=30) wurde eine standardisierte Osteotomie
von 0,3 mm Spaltbreite erzeugt und mittels monolateralem Fixateur extern stabilisiert. Es
wurden zwei Hauptgruppen mit den Standzeiten 7, 14 und 21 Tage (n=5) analysiert:

Gruppe |: 3 mg/Kg/d rhGH s. c. 2 x taglich

Gruppe II: NaCl s. c. (Placebo) 2 x taglich

Eine In Situ Hybridisierung wurde mit Digoxigenin-markierten RNA-Sonden auf 4 um dicken
Paraffinserienschnitten durchgefihrt. Finf knochenrelevante Matrixproteine wurden
dargestellt: a4 Kollagen | und a4 Kollagen Il als Marker osteogener bzw. chondrogener Zellen,
Osteocalcin als Marker osteoblastarer Zellen sowie Osteopontin und Osteonectin als Marker

mineralisierender Zellen.

Nach 7 Tagen konnte in den osteoblastaren und chondrozytaren Zellen eine deutlich starkere
Signalaktivitat fur alle Extrazellularen Matrixproteinen in der Wachstumshormongruppe,
insbesondere im periostalen Bereich, im Vergleich zur Placebo-Gruppe beobachtet werden.
Nach 14 Tagen nahm die Expression fur a; Kollagen Typ |, Osteocalcin und Osteonectin-
MRNA in der GH-Gruppe weiterhin zu, wahrend eine deutliche Abnahme der Expression flr
Osteopontin und a4 Kollagen Typ Il zu verzeichnen war. In der Placebo-Gruppe zeigte sich zu
diesem Zeitpunkt eine wiederum erhdhte Signalaktivitat fir die beiden mRNA. Nach 21 Tagen
fand sich in der GH-Gruppe eine annahernd gleiche Signalaktivitat fir a4 Kollagen Typ | und
Osteocalcin-mRNA bei deutlicher Abnahme der Expression von Osteopontin, Osteonectin
und a4 Kollagen Typ [I-mRNA. In der Placebo-Gruppe zeigte sich in diesem Zeitraum ein

tendenzieller Anstieg der Expression von Osteonectin-mRNA.
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Studie wurde der in vivo Einfluss von exogen verabreichtem
Wachstumshormon auf die Bildung Extrazellularer Matrixproteine im Verlauf der
Knochenheilung untersucht. Die Ergebnisse unterstiitzen biomechanische und
histomorphologische Ergebnisse vorangegangener Studien und lassen den Schluss zu, dass
die exogene Applikation von Wachstumshormon seine positive Wirkung auf die
Knochenheilung einerseits durch die frihzeitige Erhohung der Syntheseaktivitat von
Extrazelluldaren Matrixproteinen und andererseits durch die Beschleunigung der
Zellproliferation und -differenzierung und somit der Abfolgen der Phasen der Knochenheilung

entfaltet.

Bericksichtigt man jedoch die Nebenwirkungen der systemischen Applikation von
Wachstumshormon, so ist sein Einsatz zur Beschleunigung der Frakturheilung beim
Menschen eher nicht zu beflurworten. Stattdessen ware eine lokale, protrahierte
Verabreichung von Wachstumshormon, entweder allein Uber eine Injektion/Pumpe, oder in
Kombination mit verschiedenen Tragermaterialien (Osteosynthesematerial, Membranen etc),
welche auch mit einer Reduktion der verwendeten Hormonmenge und damit systemischer
Nebenwirkungen einhergehen wirde, durch die im Rahmen dieser Studie gewonnenen

Erkentnisse vielversprechend.
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7. Abkiirzungen

BMP
COLL |
COLLII
E

ECMP
EO
FGFa/b
FS

GH

GK
IGF-I
IGF-II
KK

OB

oc
OCA
OK

ON
OPN

oS

P

PDGF
PP

ROI

TGF B/ -B2

Bone morphogenetic protein
a1 Kollagen Typ |

a1 Kollagen Typ lI

Endostal

Extrazellulare Matrixproteine
Enchondrale Ossifikation
Fibroblast growth factor acidic / basic
Frakturspalt

Growth hormone, Wachstumshormon
Geflechtknochen
Insuline-like growth factor - |
Insuline-like growth factor -l
Kortikaler Knochen
Osteoblasten

Osteozyten

Osteocalcin

Osteoklasten

Osteonectin

Osteopontin

Osteotomiespalt

Periostal

Platelet derived growth factor
Periostale Proliferationen
Region of Interest

Transforming growth faktor beta 1/ -2

Abkiirzungen
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Abb.
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Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungen

1.1.: Schematische Darstellung der Phasen der Frakturheilung

1.2.: Zeitliche Abfolge der Heilungsstadien und Untersuchungszeitpunkte am
Modell der Ratte

1.3. Roéntgenaufnahme  einer  Pseudarthrosenausbildung nach  operativer
Versorgung einer Femurschaftfraktur

14. Struktur des humanen Wachstumshormons

1.5. Darstellung der direkten und indirekten Wirkung von GH auf das
Langenwachstum am Beispiel der Epiphysenfuge

2.1.: Durchflihrung der Femurosteotomie

2.2 Roéntgenaufnahmen nach Osteotomiedurchfiihrung

23.: Anfertigung der Paraffinserienschnitte

24.: Agarosegel mit PCR- und Transkriptionsprodukte

2.5.: Unterteilung des Praparats in die 7 Regions of Interest (Rol)

26.: Darstellung des vierstufigen Auswertungsscores zur Beurteilung des mRNA
Expression von a4 Kollagen Typ |, Osteocalcin, Osteopontin und Osteonectin

2.7. Quantifizierung der a1 Kollagen Typ Il — mRNA exprimierenden Zellen

3.1 Tierhaltung nach Osteotomiedurchflihrung

3.2 Auswertung anhand der 7 Regions of Interest (Rol)

3.3.: a1 Kollagen Typ |, Placebo 7 Tage, 50x Vergréf3erung

3.4. a4 Kollagen Typ I, GH 7 Tage, 50x Vergrolterung

3.5 a¢ Kollagen Typ |, Placebo 14 Tage, 50x Vergrofierung

3.6.: a1 Kollagen Typ |, GH 14 Tage, 50x Vergréferung

3.7. a4 Kollagen Typ |, Placebo 21 Tage, 50x Vergroferung

3.8. as Kollagen Typ I, GH 21 Tage, 50x Vergroferung

3.9. Genexpression von a; Kollagen Typ I-mRNA am 7. postoperativen Tag
(Fehlerbalkendiagramm)

3.10.: a4 Kollagen Typ I, GH 7 Tage, 400x Vergroflierung

3.11.: a4 Kollagen Typ |, Placebo 7 Tage, 50x Vergréf3erung

3.12.: a4 Kollagen Typ |, GH 7 Tage, 50x Vergrolierung

3.13.:  Genexpression von a; Kollagen Typ I-mRNA am 14. postoperativen Tag
(Fehlerbalkendiagramm)

3.14.. a4 Kollagen Typ |, Placebo 14 Tage, 50x Vergrélerung

3.15.: a4 Kollagen Typ I, GH 14 Tage, 50x Vergroferung

3.16.:  Genexpression von a; Kollagen Typ I-mRNA am 21. postoperativen Tag
(Fehlerbalkendiagramm)

3.17.. a4 Kollagen Typ |, Placebo 21 Tage, 50x Vergrélerung

3.18.:  aj Kollagen Typ I, GH 21 Tage, 50x Vergrofierung

3.19.:  Genexpression von Osteopontin-mRNA am 7. postoperativen Tag
(Fehlerbalkendiagramm)

3.20.:  Osteopontin, Placebo 7 Tage, 50x Vergroflerung

3.21.:  Osteopontin, GH 7 Tage, 50x Vergroferung

3.22.:.  Osteopontin, GH 7 Tage, 400x Vergrofierung

3.23.:  Genexpression von Osteopontin-mRNA am 14. postoperativen Tag
(Fehlerbalkendiagramm)

3.24..  Osteopontin, Placebo 14 Tage, 16x Vergrélerung

3.25.:  Osteopontin, GH 14 Tage, 16x VergrofRerung

3.26.:  Genexpression von Osteopontin-mRNA am 21. postoperativen Tag
(Fehlerbalkendiagramm)

3.27..  Osteopontin, Placebo 21 Tage, 50x Vergrélerung
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3.52.:
3.53.:
3.54.:
3.55.:

3.56.:
3.57.:
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3.59.:
3.60.:

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Osteopontin, GH 21 Tage, 50x Vergrolierung
Genexpression von Osteocalcin-mRNA am 7.
(Fehlerbalkendiagramm)

Osteocalcin, Placebo 7 Tage, 50x Vergrofierung
Osteocalcin, GH 7 Tage, 50x VergréfRerung
Genexpression von Osteocalcin-mRNA am 14,
(Fehlerbalkendiagramm)

Osteocalcin, Placebo 14 Tage, 50x Vergrofierung
Osteocalcin, GH 14 Tage, 50x VergréRerung
Genexpression von Osteocalcin-mRNA am 21.
(Fehlerbalkendiagramm)

Osteocalcin, Placebo 21 Tage, 50x Vergroferung
Osteocalcin, GH 21 Tage, 50 x Vergroéerung
Osteonectin, GH 7 Tage, 400x VergroRerung
Genexpression von Osteonectin-mRNA am 7.
(Fehlerbalkendiagramm)

Osteonectin, Placebo 7 Tage, 50x Vergrofierung
Osteonectin, GH 7 Tage, 50x Vergroerung
Genexpression von Osteonectin-mRNA am 14.
(Fehlerbalkendiagramm)

Osteonectin, Placebo 14 Tage, 50x Vergrolierung
Osteonectin, GH 14 Tage, 50x Vergrolerung
Genexpression von Osteonectin-mRNA am 21.
(Fehlerbalkendiagramm)

Osteonectin, Placebo 21 Tage, 50x Vergrofierung
Osteonectin, GH 21 Tage, 50 x Vergrolerung

Genexpression von ai Kollagen Typ II-mRNA am 7. postoperativen

(Fehlerbalkendiagramm)

a4 Kollagen Typ Il, Placebo 7 Tage, 50x Vergroflerung
a1 Kollagen Typ Il, GH 7 Tage, 50x Vergréf3erung

a1 Kollagen Typ Il, GH 7 Tage 400x Vergréferung

a4 Kollagen Typ I, GH 7 Tage, 50x Vergrolerung

a4 Kollagen Typ I, GH 7 Tage, 50x Vergroflerung
Osteocalcin, GH 7 Tage, 50x Vergroflerung

Genexpression von a1 Kollagen Typ II-mRNA am 14. postoperativen

(Fehlerbalkendiagramm)

a1 Kollagen Typ Il, Placebo 14 Tage, 50x VergréRerung

a1 Kollagen Typ Il, GH 14 Tage, 50x Vergrélerung

Genexpression von a; Kollagen Typ II-mRNA am 21. postoperativen

(Fehlerbalkendiagramm)

a1 Kollagen Typ Il, Placebo 21 Tage, 50x VergréRerung

a4 Kollagen Typ II, GH 21 Tage, 50 x VergréRerung

Tabellen

1.1:

2.1.:

3.1.:
3.2.:
3.3.:
3.4.:

Wachstumsfaktoren und ihre Wirkungsweise wahrend der Frakturheilung

Ubersicht tiber die verwendeten Primer

a1 Kollagen Typ |, 7 Tage postoperativ
a1 Kollagen Typ |, 14 Tage postoperativ
a1 Kollagen Typ |, 21 Tage postoperativ

postoperativen

postoperativen

postoperativen

postoperativen

postoperativen

postoperativen

Tag

Tag

Tag

Tag

Tag

Tag

Tag

Tag

Tag

Mittelwerte des descriptiven Scores fir a; Kollagen Typ | im gesamten

Frakturkallus zu den drei untersuchten Zeitpunkten
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Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Osteopontin, 7 Tage postoperativ

Osteopontin, 14 Tage postoperativ

Osteopontin, 21 Tage postoperativ

Mittelwerte des descriptiven Scores fir Osteopontin im gesamten Frakturkallus
zu den drei untersuchten Zeitpunkten

Osteocalcin, 7 Tage postoperativ

Osteocalcin, 14 Tage postoperativ

Osteocalcin, 21 Tage postoperativ

Mittelwerte des descriptiven Scores flr Osteocalcin im gesamten Frakturkallus
zu den drei untersuchten Zeitpunkten

Osteonectin, 7 Tage postoperativ

Osteonectin, 14 Tage postoperativ

Osteonectin, 21 Tage postoperativ

Mittelwerte des descriptiven Scores flir Osteonectin im gesamten Frakturkallus
zu den drei untersuchten Zeitpunkten

a4 Kollagen Typ I, 7 Tage postoperativ

a1 Kollagen Typ Il, 14 Tage postoperativ

a1 Kollagen Typ I, 21 Tage postoperativ

Mittelwerte der as Kollagen Typ Il exprimierenden Zellen/Rol im gesamten
Frakturkallus zu den drei untersuchten Zeitpunkten
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Eidesstattliche Versicherung

9. Eidesstattliche Versicherung

»Ich, Rodanthi E. Margariti, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Genexpression von Extrazellularen
Matrixproteinen wahrend der frihen Knochenheilung nach systemischer Applikation von
Wachstumshormon am Modell der Ratte” selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe
Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.
Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen anderer
Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu
Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung)

und Resultaten (insbesondere Abbildungen und Tabellen) werden von mir verantwortet.

Ich erklare ferner, dass mir die Satzung der Charité — Universitdtsmedizin Berlin zur Sicherung
Guter Wissenschaftlicher Praxis bekannt ist und ich mich zur Einhaltung dieser Satzung
verpflichte.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer

unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt

und bewusst.”

Datum Unterschrift
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Lebenslauf

10. Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutztechnischen Griinden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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