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Fragestellung: Studien zur Defizienz des a2B1-Integrins im nativen Knochen zeigten, dass
der Verlust dieses Proteins zu einer kompensatorischen Uberproduktion von Kollagen Typ-I
und konsekutiv zu veranderten ossaren Eigenschaften flhrt. Die Ergebnisse dienten als
Basis fiir Untersuchungen des Einflusses der Integrin a2B1-Defizienz auf einen akuten
Prozess des Knochenumbaus wie der Frakturheilung.

Methodik: Linke Femora 14 Wochen alter C57BL/6-Mause wurden frakturiert und mit einem
intramedulldren Implantat stabilisiert. Um den Verlauf des Frakturheilungs-prozesses
darzustellen, wurden die Femora 4, 7, 14 und 21 Tage nach Fraktursetzung auf zellularer,
molekulargenetischer und struktureller Ebene untersucht.

Ergebnisse: Bei Integrin a2-Defizienz erfolgten die Formation des knorpeligen Kallus sowie
die Bildung einer mineralisierten Matrix friher und in héherer Quantitat. Im Heilungsverlauf
zeigten sich eine erhéhte Expression der Knochenmarkergene und des
Chondrozytenmarkers Sox9, ein vermehrter Gehalt der Cyclooxygenase-2, eine
Uberexpression des Integrins a10, eine verminderte Zellteilungsrate sowie ein erhéhter
Kollagengehalt, ein  gréBerer Trabekelabstand und dickeres Trabekelwerk.
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gesteigerte osteoblastére Differenzierung hin. Die gesteigerte Expression der COX-2
suggeriert eine vermehrte Prostaglandinsynthese mit positiv chondro- und osteogenen
Effekten. Integrin a10 ist bei Fehlen des a2-Integrins kompensatorisch erhfht. Die
abweichende Architektur des Kallus 1asst eine veranderte Biomechanik mit fraglich héherer
Stabilitat des Frakturkallus vermuten.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Integrine

Voraussetzung fir die korrekte Funktionalitdt hinsichtlich Morphogenese,
Homdostase und Integritat einer Zelle im Gewebsverband ist ihre Fahigkeit zur
Kommunikation untereinander und mit ihrer Umgebung. Fokale Bindungsstellen
an der Plasmamembran, sogenannte Zelladh&asionsmoleklle oder CAMs (cell-
adhesion molecules), registrieren ankommende Signale und kontrollieren
darlber Vorgange wie Zellmigration, -proliferation, -Oberleben und -
differenzierung. Die Signaltransduktion erfolgt Uber zytoplasmatische CAM-
Domanen, die mit dem Zytoskelett der adressierten Zelle konjugiert sind.
Hauptvertreter der CAMs sind die kalziumabhangigen Cadherine und Selektine
sowie Ca?*-unabhangige Immunglobuline, Muzine und Integrine, wobei letztere
nicht nur Zell-Zell-, sondern auch Zell-Matrix-Interaktionen vermitteln (Bouvard et
al., 2001).

Integrine dienen als transmembrandse Rezeptorproteine unter anderem der
bidirektionalen  Zell-Zell- und, anders als die meisten anderen
Zelladhasionsproteine, der Zell-Matrix-Interaktion. Uber ihre Verbindung mit dem
Aktinskelett der Zelle fungieren sie zudem als Mechanorezeptoren und tragen zur
Ubersetzung ankommender biomechanischer Signale in molekularbiochemische
Informationen bei (Geiger et al., 2009). Die Integrinfamilie gehért seit ihrer
Entdeckung vor etwa 30 Jahren (Hynes, 1987) zu der am besten verstandenen
Zelladh&sionsrezeptorfamilie. Integrine spielen eine entscheidende Rolle bei
einer Vielzahl kdrpereigener Prozesse, beispielsweise bei der Immunantwort und
der Hamostase und kdénnen bei fehlerhafter oder ungentigender Funktion die
Ursache verschiedener genetischer, autoimmunologischer und maligner

tumordser Erkrankungen sein (Hynes 2002).
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1.1.1 Kollagenbindende Integrine

Alle Integrine weisen die gleiche Grundstruktur auf. Als heterodimere
transmembranbése Glykoproteine, deren Vielfalt durch 18 a- und 8 B-
Untereinheiten bestimmt wird (Barczyk et al., 2010), weisen sie eine extrazellular
gelegene N-terminale globulare Kopfregion auf, an der die Ligandenbindung
stattfindet und die als Verbindungsstiick zwischen den Untereinheiten fungiert.
C-Terminal von dieser Rezeptorregion befindet sich eine Linker-Region, die den
Abstand zu der Zellmembran reguliert, danach sind beide Untereinheiten mittels
einer transmebranésen Domaine in der Membran verankert. Am C-Terminus
befindet sich jeweils eine zytosolische Doméane, an der die Signalweiterleitung
und Bindung von fokalen Bindungspartnern wie Paxilin stattfinden kann. Die a-
Untereinheit des Kopfes umfasst 60 Aminosauren und faltet sich zu einer
siebenflligeligen B-Propeller-Domane, die bei der Halfte der Integrine zwischen
dem zweiten und dritten Flligel eine sogenannte a | Domane (von Willebrand-
Faktor A-Domane) enthalt. Die B-Untereinheit steht tber die B [-Doméne, die als
Analogon zur a |-Doméane gesehen werden kann, mit dem
B-Propeller (a-Untereinheit) in Verbindung (Abb.1, Luo et al., 2007).

A
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I-EGF1 ) Abb. 1: Integrinstruktur (Luo et al.,
I-EGF2 A_~ 2007). Schematischer Aufbau eines
oWt Calf-1 I-EGF3 |2 Integrins mit extrazelluldrer Kopfregion
I-EGF4 |2 zur Liganden-bindung (Headpiece) und
le @
9 Calf-2 B-tail & intrazellularer Schwanzregion (Tailpiece)
Y zur Signalweiterleitung an die Zelle. Die
™ ™ Zellmembran wird durch eine horizontale
Cyto Cyto gestrichelte Linie dargestellt.
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Durch nicht-kovalente Zusammenlagerung dieser Untereinheiten ergibt sich eine
Variabilitdt von 24 verschiedenen Integrinklassen (Abb. 2). Vier der 18 a-
Untereinheiten (a1, a2, a10 und a11) binden Kollagen Uber die a |-Doméne,
deren Ligandenspezifitat und -affinitdt innerhalb der Gruppe der
kollagenbindenden Integrine variiert.

Collagen receptors Leukocyte-specific

receptors

receptors,” Laminin receptors

Abb. 2: Ubersicht der Integrinklassen (Hynes et al., 2002).

Dargestellt sind die bisher bekannten reziproken Kombinationsméglichkeiten der a- und
B-Integrinuntereinheiten. 18 a-Untereinheiten kénnen sich mit 8 B-Untereinheiten zu den
abgebildeten Konformationen zusammenlagern und schaffen so eine Vielfalt von
insgesamt 24 Integrinklassen. a-Untereinheiten, die Uber eine a-l (I/A)- Doméane zur
Kollagenbindung verfigen (a1, a2, a10, a11) sind grau kariert hinterlegt. a-Doméanen,
die die RGD-Sequenz (Arginin-Glycin-Asparaginsaure) auf Molekilen wie Fibronektin
oder Vitronektin erkennen (a5, aV, allb, a8), sind blau markiert. B1-Untereinheiten (a6
mit B4), die als Rezeptor flr das Laminin der Basalmembran fungieren, sind violett
gefarbt. Sternchen markieren Doméanen, die einem alternativen Splicing unterliegen. Die
Untereinheiten a4 und a9 (griin) kommen ausschlieB3lich bei Wirbeltieren vor. Ein gelber
Kasten kennzeichnet Untereinheiten, die ausschlieBlich auf Leukozyten zu finden sind
(aL, aM, aX, aD, B2, B7).
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Am besten verstanden sind derzeit die Funktionen der a I-Domanen der Integrine
alp1 und a2p1.

Die a1 I-Domane ist fahig, monomeres Kollagen der Typen |, 11, 11, 1V, V, VI und
Xl zu erkennen. Sie bindet bevorzugt an das Kollagen Typ IV der
Basalmembran (Tulla et al., 2001; Zhang et al., 2003; Kern et al., 1993,
Calderwood et al., 1997; Nykvist et al., 2000).

Die a2 I-Domane weist zwar groBe strukturelle Ahnlichkeit mit der a1 I-Doméne
auf und beide Domanen binden an dieselbe Sequenz (GFOGER) des
tripelhelikalen Kollagens, jedoch erflllen sie jeweils unterschiedliche Funktionen
im Gewebsverbund. Integrin a2 kann demnach Bindungen mit den Kollagentypen
| bis V eingehen, erkennt neben monomerem auch fibrillares Kollagen und weist
gegenuber der al-I Doméane eine vielfach héhere Affinitat fir Kollagen Typ I-
Fibrillen auf (Heino, 2000). Da diese die Majoritdt der knéchernen Matrix
ausmachen und Kollagen Typ | im Gewebsverbund fast ausschlieBlich fibrillar
vorliegt, steht demnach das Integrin a281 im besonderen Fokus der Analysen
des Knochenstoffwechsels und ossérer Umbauprozesse.

Die a I-Domane des a10-Integrins bindet bevorzugt an netzbildendes Kollagen
Typ IV der Basalmembran und an das bindegewebsassoziierte perlschnurartige
Typ VI-Kollagen (Heino, 2000). Darlber hinaus wird dieser Doméne aufgrund
ihrer Adhasionskapazitat an Kollagen Typ Il und der vermehrten Expression auf
Chondrozyten der Wachstumsfuge eine entscheidende Rolle bei Vorgangen der
chondralen Entwicklung und Differenzierung wie der chondralen Ossifikation
zugeschrieben. Sie wird zudem als wichtigste Integrin-Untereinheit bei der
Chondrozyten-Kollagen-Interaktion diskutiert (Camper et al., 2001; Bengtsson et
al., 2005).

Integrin a11 besitzt eine &hnliche Ligandenspezifitat wie a2 bei der Adh&sion an
helikale GFOGER-Sequenzen fibrillarer Kollagene (Zhang et al., 2003), bindet an

diese jedoch mit geringerer Affinitat.
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Die fur den Knochenmetabolismus relevanten Auswirkungen eines Verlustes
einzelner kollagenbindender a-Untereinheiten sind folgend in Tab. 1 aufgefihrt.
Tab. 1: Auswirkungen auf den Knochenstoffwechsel bei Fehlen einzelner
kollagenbindender a-Untereinheiten des Integrins

Verlust Auswirkung auf den Knochenstoffwechsel

al Gestorte Kallusformation mit reduzierter Produktion von Knorpelgewebe,
Verringerte Anzahl mesenchymaler Progenitorzellen (Ekholm et al., 2002)

a2 Uberexpression von Kollagen Typ | im nativen Knochen, verringerter
Knochenverlust im Alter (Stange et al., 2013)

all Milde Chondrodysplasie mit reduzierter Chondrozytenproliferationsrate
(Bengtsson et al., 2005)

1.1.1.1 Integrin a2p1

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf der Rolle des a2B1-Integrins, das mit
hoher Affinitdt an Kollagen Typ | (Kern et al., 1993) und in geringerem Maf3e an
die Kollagentypen Il bis V bindet (Kamata and Takada, 1994; Nykvist et al., 2000).
Dariber hinaus fungiert es als Mediator flr Laminin-1 bis -5 (Pfaff et al., 1994;
Decline und Rousselle, 2001). Als Rezeptor fir Kollagen Typ |, welches mit 95%
den Hauptbestandteil der organischen Knochenmatrix darstellt, vermittelt es eine
Verbindung zwischen Knochenzellen und Extrazellularmatrix (ECM) (Jokinen et
al., 2004) und nimmt somit eine essenzielle Rolle im Knochenmetabolismus und
in der Integritat skelettaler Einheiten in der umgebenden Matrix ein. Dabei wird
dem Integrin a2B1 eine wichtige Rolle bei Zellentwicklungs- und
-differenzierungsprozessen zugeschrieben. Diesbezliglich fuhrten bereits Wu
und Santoro Untersuchungen zur Expression des Rezeptors wahrend der
murinen Embryogenese durch. Sowohl das Gewebe der Plazenta als auch
hypertrophe Chondrozyten und die fir den ossaren Auf- und Umbau obligaten
Osteoblasten und Osteoklasten, nicht aber ortsstédndige Osteozyten, wiesen
dabei eine Expression von Integrin a2B1 auf (Wu, Santoro,1994). Uberdies
konnte die Anwesenheit der a2-Untereinheit auf Thrombozyten, Endothelzellen,
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Fibroblasten und Epithelzellen in vitro nachgewiesen werden (Elices und Hemler,
1989; Kirchhofer et al., 1990), wo sie unter anderem bei der Vermittlung von
Plattchenadhasion und -aggregation eine Rolle spielt (Santoro, 1999). Im
Hinblick auf die Rolle des Rezeptors bei immunologischen Prozessen konnte die
Integrin a2-Untereinheit auf einigen Zellen der lymphozytaren Reihe wie T- und
B-Zellen sowie Monozyten detektiert werden (Luo et al, 2007).

1.1.1.2 Die Integrin a2-defiziente Maus

Obwohl Studien dem a2p1-Integrin einige wichtige Funktionen, insbesondere bei
der Embryogenese, zuschreiben (Wu, Santoro, 1994), sind Tiere mit komplettem
Verlust dieses Gens lebensfahig, normal entwickelt und fertil. Nachkommen a2-
defizienter Individuen entwickeln sich regelrecht, was darauf hinweist, dass es zu
keiner relevanten plazentaren Dysfunktion kommt. Im Vergleich zum Wildtyp
weisen die Tiere eine veranderte Morphologie und Verzweigung der
Brustdrisengange auf. Die Fahigkeit zur Laktation scheint dennoch
unbeeinflusst. DarGber hinaus konnten keine anatomischen und physiologisch
relevanten Anomalien beobachtet werden. Jedoch konnte gezeigt werden, dass
es zu einer verzdgerten Aggregation, nicht jedoch zu einer reduzierten
Adhasionsfahigkeit der Thrombozyten an fibrillares Kollagen kommt (Holtkétter
et al., 2002). Ein isoliertes Fehlen des Integrin a2-Rezeptors scheint also die
physiologische Entwicklung der Maus nur in sehr geringem MaBe zu
beeinflussen, wohingegen die Depression zweier kollagenbindender Integrine zu
erheblichen Entwicklungsdefiziten fihrt. Blumbach und andere konnten in
diesem Zusammenhang belegen, dass das gleichzeitige Fehlen von a2- und a11-
Integrin in den ersten Lebenswochen sowohl zu einer Wachstumsretardierung
als auch zu einem osteoporotischen Phanotyp fihrt (Blumbach et al., 2012).
Experimentelle Untersuchungen in vitro haben zudem gezeigt, dass die Inhibition
des a2B1-Integrins in Kollagen Typ I-gecoateten Knochemarkszellen sowohl die
Mineralisation als auch die osteogene Differenzierung behindert (Wu, Santoro,
1994; Mizuno et al., 2000). Des Weiteren konnte die Arbeitsgruppe um Riikonen
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in Zellkulturanalysen aufzeigen, dass die Integrin a2-Untereinheit mit einem noch
nicht bekannten Rezeptor konkurriert, der negativ auf die Expression des
Kollagen-a1-Gens wirkt. Eine Uberexpression von Integrin a2B1 bewirkt somit

die indirekte Induktion der Kollagen Typ I-Synthese (Riikonen et al., 1995).

1.2 Kndcherner Bewegungsapparat

1.2.1 Morphologie und Aufbau

Das menschliche Skelett besteht aus etwa 212 Knochen, deren Anzahl und
Morphologie individuell variieren kénnen. Das Skelett erfillt neben seiner
Funktion als Stiitzapparat noch eine Vielzahl anderer Funktionen. Es dient als
Reservoir fir Kalzium und tragt als Puffersystem Uber die Abgabe von Phosphat
und Bicarbonat zur Regulation des Saure-Basen-Haushaltes bei. Unsere
Knochensubstanz besteht zu 30% aus organischem und zu 70% anorganischem
Material. Der organische Gewebsanteil wird zu gut 95% von Kollagen Typ |
reprasentiert. Lediglich 5% entfallen auf nichtkollagene Proteine wie Osteokalzin,
Osteonektin, Proteoglykan, Sialoprotein, Proteolipid und bone morphogenetic
protein (BMP). Der anorganische Anteil setzt sich seinerseits zu 95% aus
Hydroxylapatit ([Ca3(PQ4)2]Ca(OH)2) und zu 5% aus Chloriden und Fluoriden
zusammen (Felsenberg, 2001). Der Stitzapparat des Menschen besteht zu 80%
aus kortikaler und zu 20% aus trabekularer Knochensubstanz, wobei
unterschiedliche Knochen des Skelettes in ihrer Zusammensetzung variieren.
Der Wirbelkdrper besteht demnach zu etwa 75% aus trabekularem und zu 25%
aus kortikalem Knochen, wohingegen der Femurschaft ein Verhéltnis von 95:5
zugunsten des kortikalen Anteils aufweist (Clarke, 2008).

1.2.2 Entwicklung des Knochens

Der Vorgang der initialen Bildung neuer Knochengrundsubstanz wird

Ossifikation, oder auch Osteogenese, genannt. Die Entwicklung des Knochens
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erfolgt entweder im Rahmen der direkten intramembrandsen (desmalen) oder im

Zuge der indirekten enchondralen Osteogenese.

1.2.2.1 Direkte intramembrandse Osteogenese

In Geweben mit hdéherer Dehnungsbelastung, vor allem wahrend des
Wachstums, erfolgt die direkte intramembran6se Osteogense. Die
Differenzierung von  Mesenchymzellen zu knochensubstanzbildenden
Osteoblasten fuhrt Uber die Sekretion einer, gréBtenteils aus Kollagen Typ |
bestehenden Matrix, zu einer direkten Bildung von Geflecht-, Deck- oder
Belegknochen. Durch diesen Mechanismus erfolgt die Entwicklung von
Schéadelkalotte, Clavicula und der Mehrzahl der Gesichtsknochen.

1.2.2.2 Indirekte enchondrale Osteogenese

Die meisten Knochen des menschlichen Kérpers entwickeln sich jedoch im Zuge
der indirekten enchondralen Osteogenese. Anders als bei der direkten erfolgt bei
der indirekten Osteogenese die Synthese des Knochengewebes auf Basis eines
knorpeligen Gerlsts, das im Verlauf der Entwicklung als Vorlage fur die Bildung
neuer Knochensubstanz dient. Wahrend der Embryonalentwicklung erfolgt die
Anlage dieses Primordialskelettes aus hyalinem Knorpel, der dem
mesenchymalen Bindegewebe entstammt. Im Verlaufe des Knochenwachstums
erfolgt die Resorption des Knorpels durch Chondroklasten und anschlieBende
Mineralisierung durch Osteoblasten und somit ein Umbau von Knorpel- in
mineralisiertes und stitzfahiges Knochengewebe. Der Vorteil dieser Art der
Knochenneubildung ist die relativ schnelle Gewebsneubildung und die damit

verbundene zeitige Ubernahme einer provisorischen Stiitzfunktion.

1.2.3 Modeling und Remodeling

Der Knochenmetabolismus wird mafBgeblich durch die miteinander
konkurrierenden Grundvorgange der Osteogenese und der Osteolyse bestimmt.
Die Erkenntnis, dass sich lange Réhrenknochen durch Anderung ihrer Form und

Struktur an biomechanische Belastung anpassen, hat bereits der Berliner
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Anatom und Chirurg Julius Wolff im 19. Jahrhundert durch das Wolff'sche
Transformationsgesetz postuliert. Besonders wahrend des Wachstums, aber
auch als Reaktion auf andauernde biomechanische Be- oder Entlastung, sorgen
substanzaufbauende Osteoblasten und knochenabbauende Osteoklasten
unabhangig voneinander fir die Anpassung des menschlichen Skeletts an
statische und funktionelle Bedtrfnisse (Peel, 2009). Dieser Anpassungsprozess
wird Modeling genannt. Die finalen mechanischen Eigenschaften, insbesondere
die kndcherne Stabilitdt, werden dabei unter anderem von Zellumsatzrate,
GroéBe, Struktur, Geometrie und Dichte des Knochens sowie der
Zusammensetzung der kollagenen Matrix determiniert (Datta et al., 2008).

Remodeling dagegen beschreibt die kompensatorische osteoblastéare Formation
neuer Knochensubstanz als Reaktion auf eine zuvor erfolgte Resorption durch
Osteoklasten, mit dem Ziel, die mechanische Integritat und Qualitat des Skelettes
zeitlebens zu gewahrleisten (Peel, 2009). Im Zuge dessen unterliegen nahezu
10% des adulten Skelettes einer jahrlichen Neuformation, was dazu fiihrt, dass
alle 10 Jahre ein vollstandiger Austausch von altem zu neuem Knochen an ein
und derselben Stelle stattfindet (Parfitt, 1994). Auch nach einem stattgefundenen
Trauma mit Frakturschaden erfolgt die Regeneration des geschadigten Gewebes
nach den Prinzipien des Remodelings (Peel, 2009).

Der Prozess des standigen Auf- und Abbaus erfolgt innerhalb sogenannter ,basic
multicellular units“ (BMUs), bestehend aus Osteoklasten und Osteoblasten (van
Oers et al., 2008). Osteoklasten formieren durch Schaffung eines sauren Milieus
(pH 4,5) auf der Trabekeloberflache sogenannte Howship-Lakunen, die durch
eine Versiegelungszone aus osteoklastarem Aktin und, verbunden Uber Integrin
avp3, ossarem Osteopontin (Hu et al., 1995) von der Gbrigen Knochenmatrix
getrennt werden. Somit erfolgt die Resorption kndcherner Grundsubstanz, die
vornehmlich aus Calcium-Phosphat-Verbindungen besteht, in raumlich
separierten subosteoklastischen Kompartimenten. Das Hydroxylapatit als
Baustein der kndchernen Grundsubstanz ist sdureanfallig. Des Weiteren bauen
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lakunére proteolytische und nicht-proteolytische Enzyme wie Cathepsin K und
Metalloprotease 9 (MMP-9) unter anderem Kollagen, nicht-kollagene Proteine
und Proteoglykane ab (Everts et al., 1992). Derzeit wird ebenfalls Gber die Rolle
der sogenannten Chondroklasten als modifizierte Osteoklasten diskutiert. N.
Rodionova definierte diese als gewebsspezifische Makrophagen mit der
Fahigkeit, nicht-mineralisierte Knorpelmatrix und hypertrophe Chondrozyten zu
resorbieren (Rodionova, 1986). Sowohl Osteo- als auch Chondroklasten
exprimieren wahrend ihrer Aktivitdt das Enzym Tartratresistente Saure
Phosphatase (TRAP) und kdénnen somit, auch aufgrund ihres &hnlichen
Phanotyps, in der Histomorphologie nicht klar voneinander abgegrenzt werden.
Die Arbeitsgruppe um H. J. Knowles geht sogar davon aus, dass zwischen
beiden Zelltypen nicht unterschieden werden kann und spricht daher bei
Chondroklasten von ausgereiften Osteoklasten, die fahig sind, neben Knochen-
auch Knorpelmatrix zu resorbieren (Knowles et al., 2012). Osteoblasten fillen
nun die entstandenen Resorptionszonen auf und synthetisieren eine vornehmlich
aus Kollagen Typ | bestehende Matrix, das sogenannte Osteoid. Uber die
Sekretion membrangebundener kalzium- und phosphatreicher Vesikel sowie die
Hemmung mineralisationshemmender Enzyme (Pyrophosphate, Proteoglykane)
regulieren sie die Mineralisation der osteoiden Matrix (Anderson, 2003).

Erhéht sich die  Aktivitadt der  Osteoklasten, sind  gesteigerte
Knochenumbauprozesse und somit eine héhere Remodelingrate die Folge. Auch
wahrend der Menopause kommt es durch den Verlust des osteoprotektiven
Effektes des Ostrogens zu einem  gesteigerten Abbau  der
Knochengrundsubstanz.  Erfolgt kompensatorisch  kein  ausreichender
Knochenaufbau durch Osteoblasten, ist ein Ungleichgewicht zwischen
Knochenresorption und -formation mit der Ausdiinnung trabekulérer Strukturen

und einem gesteigerten Frakturrisiko die Folge (Peel, 2009).
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1.2.4 Frakturheilung

Einige Gewebe der Vertebraten behalten wahrend der gesamten Lebenszeit die
Fahigkeit zur Regeneration. Ein Beispiel dafir liefert der kndcherne
Bewegungsapparat. Unter idealen Voraussetzungen schlief3t sich der Zerstérung
kndécherner Strukturen, beispielsweise durch ein Trauma, reaktionar ein
Regenerationsprozess mit dem Ziel der vollstdndigen Wiederherstellung der
urspriinglichen Anatomie und biomechanischen Funktionalitdit an. Bei der
Frakturheilung wird dabei zwischen priméarer Defektheilung ohne Kallusbildung
und sekundarer Defektheilung mit Kallusbildung unterschieden, wobei letztere,
bedingt durch die Mechanik des Unfalltraumas und der daraus resultierenden
Fehlstellung der Frakturenden in Verbindung mit einem begleitenden
Weichteilschaden, den weitaus haufigeren Heilungsmechanismus ausmacht. Bei
der sekundaren Frakturheilung heilt die Fraktur bei optimalen Bedingungen, wie
adaquater biomechanischer Stimulation und einer gesicherten Durchblutung, in
der Regel, aquivalent zur embryonalen Skelettentwicklung, nach den Prinzipien
der enchondralen Ossifikation. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt
werden, dass bei dem Prozess der Frakturheilung bestimmte Aspekte der
embryologischen Skelettentwicklung wie die Induktion von Signalkaskaden der
Chondro- und Osteogenese rekapituliert werden (Sandberg et al., 1993;
Vortkamp et al., 1998). Die Signale und Prozesse, die zur Differenzierung von
proliferativen zu hypertrophen Chondrozyten und damit zur konsekutiven
Ossifikation im Zuge des Remodelingprozesses flhren, folgen sowohl bei der
embryonalen Skelettentwicklung als auch bei der adulten Skelettformation im
Rahmen der Frakturheilung den selben molekularen Mechanismen (Gerber et
al., 1999). Dennoch kénnen Osteogenese und -regeneration nicht gleichgesetzt
werden. Bestimmte Bedingungen wie die lokale Gewebshypoxie mit
nachfolgender Entziindungsreaktion kommen ausschlieBlich im Rahmen eines
Traumas vor und beglnstigen die Induktion bestimmter Signalwege der
Zellproliferation und -migration (Brighton et al., 1991; Bolander et al., 1992). Ein
Beispiel ist die Induktion der Prostaglandinsynthese durch Cyclooxygenasen,

11
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wobei die Cyclooxygenase-2 (COX-2) besonders wahrend der friihen Phase der
Frakturheilung von Knorpelvorlauferzellen exprimiert wird. Prostaglandine
stimulieren sowohl die Chondrogenese als auch die Knochenformation und -
resorption und sind somit essenziell fir Auf- und Umbauprozesse wahrend der
Frakturheilung (Naik et al., 2009; Kawaguchi et al., 1995). Zhang und andere
konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass der Verlust von COX-2 zu einer
verzogerten Frakturheilung fihrt, welche durch die Persistenz mesenchymaler
Stammzellen und eine reduzierte Osteoblastogenese gekennzeichnet war
(Zhang et al., 2002).

Die Frakturheilung kann in vier sich teils Uberlappende Phasen eingeteilt werden:

1. Inflammationsphase 0-3*
2. Formation des weichen Kallus 4-10
3. Formation des harten Kallus 11-17
4. Remodelingphase 18-24

*Heilungszeitraum in Tagen am Mausmodell (Richtwerte)

Die murine Frakturheilung beginnt nach der traumatisch bedingten Zerstérung
von Weichgewebe, GefaBen und der knéchernen Architektur innerhalb der ersten
72 Stunden mit einer initialen Entziindungsreaktion (Inflammationsphase) und
fuhrt zu der Initiierung einer Reihe von Wundheilungsprozessen. Die frische
Blutung fUhrt zur Hamatombildung, in das nun degranulierende Thrombozyten,
Makrophagen und Entziindungszellen wie Granulozyten, Lymphozyten und
Monozyten einwandern. Diese Zellen spielen sowohl bei der Pravention von
Infektionen als auch bei der Sekretion von Zytokinen (IL-1 und IL-6) und
Wachstumsfaktoren (TGF-B, PDGF, FGF-2, VEGF, M-CSF, BMPs, TNF-a) eine
entscheidende Rolle und tragen damit zur initialen Entziindungsreaktion und
Bildung eines fibrinbsen Thrombus bei. Dem Einwachsen von Kapillaren folgt
schlieBlich das Abraumen von Zelldebris durch Makrophagen und Riesenzellen
(Schindeler et al., 2008).

12
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Der Phase der Inflammation folgt die Formation des weichen Kallus, die mit der
Bildung einer fibrés-knorpeligen Manschette eine provisorische Stitzfunktion zur
Stabilisierung der Bruchstelle erflllt. Der initialen Kondensation pluripotenter
mesenchymaler Stammzellen folgt eine durch Sox9 vermittelte Differenzierung
zu proliferativen Chondrozyten, deren stetige Vermehrung in vertikaler
Ausrichtung, verbunden mit der Sekretion einer Kollagen Typ II- und
proteoglykanhaltigen Matrix, zu einem Langenwachstum des Knorpels fihrt. In
Regionen insuffizienter Knorpelproduktion tbernehmen Fibroblasten mit der
Sekretion einer fibrosen Gewebsbriicke die primare Stabilisierung des Kallus.
Wahrend die Chondrozyten in den distalen Segmenten weiter proliferieren,
sistiert ihre Aktivitdt im Zentrum der Verdichtungszone. Die inaktiven Zellen
differenzieren zu blasig aufgetriebenen und Kollagen Typ X produzierenden
hypertrophen Chondrozyten, die eine Reihe bedeutsamer Aufgaben im
Knochenstoffwechsel Gbernehmen. So induzieren sie Uber die Produktion des
vaskularen Wachstumsfaktors VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) das
Einsprossen von GefaBen mit einer Invasion von Osteoprogenitorzellen in das
primare Ossifikationszentrum und stimulieren dort die Differenzierung
eingewanderter und perichondraler = Osteochondroprogenitorzellen  zu
Osteoblasten. Dieser Differenzierungsprozess wird vor allem von den
sogenannten BMPs (Bone Morphogenetic Proteins), stimuliert (Chen et al.,
2004), wobei vor allem BMP-2 und BMP-7 eine osteoinduktive Wirkung haben.
Dem zugrunde liegt die Smad-abhangige Regulation der Expression und
Funktion des far die  osteoblastdare  Differenzierung  obligaten
Transkriptionsfaktors Runx2, der seinerseits die Induktion des, ebenfalls

essenziellen, Differenzierungsfaktors Osterix begilnstigt (Matsubara et al., 2008).

Die differenzierten Osteoblasten formen Uber die Produktion einer Kollagen Typ
I-haltigen Matrix eine diaphyséare Knochenmanschette und leiten so die Phase
der Formation des harten Kallus ein (Kronenberg, 2003). In der aktivsten Phase
der Osteogenese dominiert neben dem chondroklastaren Knorpelabbau und der

zunehmenden Einsprossung von Gefal3en vor allem die osteoblastare Sekretion
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des nichtmineralisierten Osteoids mit anschlieBender Mineralisierung zu
primarem Geflechtknochen. Osteoblasten produzieren zudem das Enzym
Alkalische Phosphatase (ALP), das, durch die lokale Konzentrationserhéhung
des mineralisationsférdernden anorganischen Phosphats und die Inhibition des
extrazelluldaren und mineralisationshemmenden Pyrophosphats, die Bildung
neuer Knochensubstanz erleichtert (Holtz et al., 1999; Harmey et al., 2004).

Im Zuge des Remodelings erfolgt der Umbau des primaren Geflechtknochens in
sekundaren Lamellenknochen durch Osteoblasten. Ziel dieser
Regenerationsphase ist die  Wiederherstellung der  urspriinglichen
biomechanischen Eigenschaften des Knochens. Der Sekretion von M-CSF
(Macrophage colony-stimulating factor) und RANKL (Receptor Activator of NF-
kB Ligand) durch reife Osteoblasten folgt die Differenzierung von
h&amatopoetischen Stammzellen in Osteoklasten und deren Aktivierung und
Koordinierung im Zuge der Resorption des Geflechtknochens (Fan et al., 1997;
Kong et al., 1999).

Die Arbeitsgruppe um Louis Gerstenfeld hat zudem im Jahre 2003 die Analogie
von Entwicklung, Heilung und Alterung des Knochens beschrieben und sieht in
der Untersuchung der Frakturheilung in diesem Zusammenhang eine geeignete
Methode zur Beschreibung von Alterungsprozessen (Gerstenfeld et al., 2003).
Im Zuge der demografischen Entwicklung sei als wohl klinisch und
epidemiologisch relevantester Alterungsprozess die Osteoporose zu nennen.

Auf Basis dieser Erkenntnisse ist die wissenschaftliche Auseinandersetzung mit
zellularen und molekulargenetischen Vorgangen wahrend des Frakturheilungs-
prozesses als essenziell fir das Verstadndnis entwicklungsbedingter und

degenerativer Pathologien der Knochenstruktur anzusehen.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Analyse des Frakturheilungsprozesses an der Integrin
a2-defizienten Maus im Vergleich zum Wildtyp. Basierend auf aktuellen
wissenschaftlichen Erkenntnissen, kdnnen folgende Hypothesen aufgestellt

werden:

1. Es besteht eine Analogie zwischen Prozessen der Knochenalterung und
der Knochenheilung (Gerstenfeld et al., 2003). Eine Integrin a2-Defizienz
hat eine verlangsamte altersabhangige Degeneration muriner
Femurknochen zur Folge (Stange et al., 2013).

Hypothese: Integrin a2-defiziente Tiere weisen gegenltber Wildtypen eine
veranderte Frakturheilung auf.

2. Ursachlich fuor die verzdgerte Knochenalterung bei den Integrin
a2-defizienten Tieren ist eine vermehrte Kollagenexpression (Stange et
al., 2013).

Hypothese: Auch wéhrend der Frakturheilung exprimieren die Knock-out-

Tiere vermehrt Kollagen.

Ziel der Arbeit war demnach die Evaluation der Rolle des a2B1-Integrins bei der
Frakturheilung zu den Zeitpunkten 4, 7, 14 und 21 Tagen. Die Zusammensetzung
des murinen Frakturkallus wurde dazu histomorphologisch,
immunhistochemisch, colorimetrisch sowie mittels bildgebender und
molekulargenetischer Verfahren zu den oben genannten Zeitpunkten analysiert.
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2.1 Versuchstiere

Tab. 2: Ubersicht Gber die Art und die Herkunft der Versuchstiere

Versuchstiere
C57BL/6
ITA2()-Mause

2.2 Laborgerate

Lieferant
Harlan-Winkelmann, Borchen
Dr. rer. nat. Beate Eckes, Klinik f(ir

Dermatologie, Universitatsklinikum Kéin

Tab. 3.: Ubersicht iiber die verwendeten Geréte mit Angabe des Herstellers

Gerat
ELISA-Reader SUNRISE
Filterabzug Captair® by Erlab

Frakturmaschine

Lichtmikroskop BX51
Magnetrihrer MR3002
Mikro-Computertomograph SKYSCAN 1174
Mikrotom

MP125 pH-Meter
Photometer

Pipetten

Rasierer
Realtime-PCR-Cycler MyiQ5
Réntgengerat

Schuttler SM-30

Sterile Werkbank HeraSafe
Thermocycler (PCR-Block)
Trockenschrank

Waage BL 150S

Hersteller

TECAN, Ziirich, Schweiz

W.H. Mahl, Magdeburg

Fein- und Elektromechanische
Forschungswerkstatten UKM Minster
Olympus, Hamburg

Heidolph, Schwabach

Bruker Corporations, Massachusetts, USA
Leica, Wetz

Mettler-Toledo, Ohio, USA

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Braun, Aschaffenburg

Bio-Rad Laboratories, California, USA
Bruker Corporations, Massachusetts, USA
Edmund Buihler, Hechingen

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts
Bio-Rad Laboratories, California, USA
Binder, Tuttlingen

Sartorius AG, Gottingen
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2.3 Chemikalien und Pharmaka

Tab. 4: Verwendete Chemikalien und Medikamente mit Angabe des Herstellers

Chemikalie / Medikament

Aceton

Acid Phosphatase, Leukocyte (TRAP) Kit
- Acetatlésung 2,5 M, pH 5,2
- Citratlésung pH 3,6£0.1, 27 mM
- Fast Garnet GBC Base
- Naphthol AS-BI Phosphorséure
- Natriumnitritlésung
- Tartratlésung

Alcianblau 8 GS

Aluminiumsulfat

Aqua dest.

Aquatex® (Eindeckmedium, wassrig)

Azophloxin

Essigsaure, 36 %

Ethanol, 100 %

Ethanol, 96%

Ethanol, 90%

Ethanol, 80%

Ethanol, 70%

Eukitt® (Eindeckmedium)

Hamatoxylin

Kernechtrot

Ketaminhydrochlorid 10 %

Leitungswasser
Masson-Goldner-Trichrom Kit
- Azophloxin
- Essigsaure, 10 %
- Lichtgriin SF

- Phosphorwolframséure Orange-G

Hersteller

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Apotheke der UKM

Merck Millipore, Massacusetts, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Apotheke der UKM

Apotheke der UKM

Apotheke der UKM

Apotheke der UKM

Apotheke der UKM

ORSAtec GmbH, Bobingen
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, Missouri, USA
CEVA TIERGESUNDHEIT GmbH,
DuUsseldorf

Merck Millipore, Massachusetts, USA
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Methylgriin

NaCl 0,9 %, steril

Octenisept® Wund-Desinfektion Spray
Rimadyl® (Analgetikum)

Vidisic® (Augensalbe)

Weigerts Eisenhamatoxylin A + B
SYBR® Green | (Farbstoff)

Xylazin 2 %

Xylol

2.3.1 Biochemikalien

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt
Pfizer Deutschland GmbH, Berlin
Bausch & Lomb GmbH, Berlin

Merck Millipore, Massachusetts, USA
QIAGEN N.V., Venlo, Niederlande
CEVA TIERGESUNDHEIT GmbH,

Disseldorf

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer,

Niederlande

Tab. 5: Ubersicht der verwendeten Biochemikalien mit Angabe von Herkunft und

Hersteller

Biochemikalie

Antikérper
Bromdesoxyuridin (BrdU), Maus
Cyclooxygenase-2 (COX-2)
Kollagen Typ Il, Maus
Kollagen Typ X, Maus

Enzyme
Alkalische Phosphatase
Protease XXIV 0,05%
Trypsin

Wasserstoffperoxidase

Proteine
Albumin Fraktion V 20 %

*mono = monoklonal

Herkunft / Typ

Maus / mono*, IgG
Maus / mono*, 1gG
Maus / mono*, 1gG

Maus / mono*, 1gG

Rind

Hersteller

Sigma-Aldrich
BD Biosciences
Merck Millipore
quartett GmbH

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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2.3.1.1 Oligodesoxynukleotide

Tab. 6: Ubersicht der verwendeten Oligodesoxynukleotidprimerpaaren (fwd+rev) mit
jeweiligen Sequenzen und Schmelztemperaturen [Tm (°C)]

Primer
ALP

B2M

BMP-2

COX-1

COX-2

HPRT

HBMS

ITA1

ITA10

ITA11

Osx

Runx2

Sox9

Alkalische Phosphatase
Beta-2-Mikroglobulin
Bone morphogenetic
protein 2
Cyclooxygenase-1
Cyclooxygenase-2
Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase
Hydroxymethylbilan-
Synthase

Integrin alpha 1

Integrin alpha 10

Integrin alpha 11

Osterix

Runt-related transcription

factor 2
Sox9

fwd
rev
fwd
rev
fwd
rev
fwd
rev
fwd
rev
fwd
rev
fwd
rev
fwd
rev
fwd
rev
fwd
rev
fwd
rev
fwd
rev
fwd

rev

Sequenz 5°-3°
CGG ATC CTG ACC AAA AAC C
TCA TGA TGT CCG TGG TCA AT
CTG CTA CGT AAC ACA GTT CCA ccC
CAT GAT GCT TGA TCA CAT GTC TCG
AGA TCT GTA CCG CAGGCA CT
GTT CCT CCACGG CTTCTTC
CCT CTT TCC AGG AGC TCA CA
TCG ATG TCA CCG TACAGC TC
GAT GCT CTT CCG AGC TGT G
GGATTG GAACAGCAAGGATTT
TGA TAG ATC CAT TCC TAT GAC TGT AGA
AAGACATTC TTT CCA GTT AAAGTT GAG
GAG TCT AGA TGG CTC AGA TAG CAT GC
CCT ACA GAC CAG TTA GCG CAC ATC
GAT GGG GAC GTC AACATTCT
TGT GGT TAA GAC GCTACC AAAG
GAA TCA GGC CGC ATCCTAC
AAG TAT CGG AGG GCC TGT G
GCA GAC GTC CTC TTT ACC AGA
GAGCTGTTT GCC TTGACC TC
GAT GGC GTC CTC TCT GCT TG
CTTTCC CCAGGG TTG TTG AG
CCC AGG CGT ATT TCA GAT GA
TAG TGC ATT CGT GGG TTG GA
GTA CCC GCATCT GCACAAC
CTC CTC CAC GAA GGG TCTCT

Tm (°
57
56
67
64
60
59
60
60
59
57
64
62
68
67
55
55
55
56
56
56
58
55
54
56
57
57

C)
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2.3.2 Puffermedien

Tab. 7: Verwendete Puffermedien mit Herstellerangabe

Puffermedium
PBS (Phosphate-buffered saline) Sérensen-
Phosphat-Puffer
- 2 Teile Kaliumdihydrogen-
phosphatlésung 0,1 M
- 8 Teile Dinatriumhydrogen-
phosphatlésung 0,1
TBS (Tris-buffered saline)
- NaCl
- Tris-Base
- Tris-HCI

pH Hersteller
74 Sigma-Aldrich, Missouri, USA
7,38 Sigma-Aldrich, Missouri, USA

7,2-7,6 Sigma-Aldrich, Missouri, USA

2.3.3 Verbrauchsmaterial und Hilfsmittel

Tab. 8: Ubersicht der verwendeten Hilfsmittel und des Verbrauchsmaterials

Hilfsmittel/Verbrauchsmaterial
Deckglaschen 25 x 50 mm

Draht, 0,2 mm

Einmalhandschuhe steril
Eppendorfgeféa3 1,5 ml
Eppendorfgefal3 2 ml steril

Implantat (intramedulléare
Kompressionsschraube, MouseScrew
Kanile G23 14 BD Microlance
Kanile G25 BD Microlance
Nahtmaterial 5-0 Prolene, nicht resorbierbar
Objekttrager

OP-Tuch griin

Hilfsmittel/Verbrauchsmaterial
Pinzette anatomisch
Pinzette chirurgisch
Nadelhalter

Schere

Schilder fir Kafige

Skalpell

Spritze 1 ml

Stift, wasserfest (Edding)
Tupfer

Unterlage/Moltex klein
Unterlage/Moltex grof3
WeiBes Pflaster, Leukosilk®
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2.3.4 Software

Tab. 9: Verwendete Software mit Angabe des Entwicklers

Software

cellSens Dimension

CTAn

CTVox

Excel®

GraphPad Prism 6

iIQ™5 Optical System Software, Version 2.1
NRecon

Word®

XFluor™ f{ir Excel®

Entwickler

OLYMPUS K.K., Tokio, Japan

Bruker, Massachusetts, USA

Bruker, Massachusetts, USA

Microsoft Corporation, Washington, USA
GraphPad Software Inc., California, USA
Bio-Rad Laboratories, California, USA
Bruker, Massachusetts, USA

Microsoft Corporation, Washington, USA
TECAN, Ziirich, Schweiz
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3.1 Die Integrin a2-defiziente Maus

Die Versuche wurden simultan mit Tieren eines Wildtyp- und eines Integrin a2-
defizienten Stammes durchgefihrt. Den Inzuchtstamm C57BL/6 entwickelte die
Firma The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine). Die Integrin a2-defizienten
Mause wurden vom Institut fir Muskuloskelettale Medizin (IMM) zur Verfigung
gestellt.

Generiert wurden diese Knock-out Tiere unter Verwendung des Cre/loxP-
Rekombinationssystems (Holtkotter et al., 2002). Dabei wurden zwei genetisch
veranderte Mauslinien benétigt. Bei einer Zuchtreihe wurde die Expression einer
Cre (cyclization recombination/causes recombination)- Rekombinase unter der
Kontrolle gewebsspezifischer Regulatoren induziert (,gewebsspezifische Cre-
Maus). Eine andere Zuchtfamilie trug die Cre-Erkennungssequenzen, auch loxP
(locus of X-over P1)-Stellen genannt, die in gleicher Orientierung auf beiden
Seiten des zu entfernenden Genabschnittes lagen (,gefloxte Zielmaus®) (Metzger
et al. 1999). Hybride der beiden Stdmme exprimierten ebenfalls die Cre-
Rekombinase, sodass nun im selben Tier die DNA-Sequenz zwischen beiden
Cre-Erkennungssequenzen deletiert wurde und somit den gewinschten ,knock

out” des betreffenden Genabschnittes verursachte (Bouvier et al., 2009).

3.1.1 Gruppeneinteilung

Insgesamt wurden 115 Mause fir die Untersuchungen verwendet. Das Alter der
Tiere zum Zeitpunkt der Frakturierung des Femurs betrug vierzehn Wochen, an
die sich, in Abhangigkeit von der Art des Analysevorhabens, eine Heilungsphase
von 4, 7, 14 oder 21 Tagen anschloss. Alle tierexperimentellen Vorhaben
entsprachen in ihrer Durchflihrung den Richtlinien fir Haltung und Gebrauch von
Labortieren (Tierversuchsgenehmigung 84-02.04.2012.A016). Die Tiere
erhielten zu jedem Zeitpunkt Zugang zu Standardnahrung und Leitungswasser.
Sowohl Temperatur (20° Celsius) als auch Luftfeuchtigkeit (64%) und Tag-Nacht-
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Rhythmus  (Lichtperiode von  6.00  bis 18.00 Uhr)  wurden

kontrolliert konstant gehalten.

Tab. 10: Anzahl der verwendeten Versuchstiere pro Methode

Genotyp Wildtyp Integrin a2")
Gruppeneinteilung | Il 1] 1V Vv \'] VII VIl
Heilungszeitraum (Tage) 4 7 14 21 4 7 14 21
Histologie
Alcianblau 9 7 7 12 7 5
Masson-Goldner 8 6 7 11 9 6
TRAP 6 6 7 5
Immunhistochemie
BrdU 2 3
COX-2 3 4 3 4
Kollagen Typ Il 6 6 5 11 6 6
Kollagen Typ X 6 5 5 10 5 5
Molekulargenetik (QPCR) 2 3 1 4
Total-Kollagen-Assay 3 3
MikroCT 5 8 4 5

3.1.2 Operation der Tiere

Die Frakturierung des linken Femurs erfolgte im Rahmen einer Operation mit
Narkose und peri- und postoperativer Analgesie der Versuchstiere. Das Gewicht
der Tiere betrug zum Zeitpunkt der Operation 20g + 3g. Die Eingriffe wurden
arztlich begleitet in einem eigens daflr ausgestatteten Operationsraum des
Institutes fir Muskuloskelettale Medizin (IMM) durchgefthrt.

3.1.2.1 Frakturmodell

Zielsetzung der Operation war das Herbeiflihren einer standardisierten
geschlossenen Querfraktur des linken Femurschaftes. Die Fraktursetzung
erfolgte mit einer eigens entwickelten Frakturmaschine (Abb. 3a) nach dem
Prinzip der Dreipunktbiegung (Schmidmaier et al. 2004). Hierbei wurde das
Femur zunachst im Hulftgelenk nach auBBen rotiert und abduziert und auf zwei

Schienen (Abstand 5 mm) platziert. Zur finalen Fraktursetzung wurde der
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Stempel der Maschine mit einem Gewicht von 220 g belastet und eine, zuvor
manuell bestimmte und in allen Versuchen konstant gehaltene, Fallhéhe von 10,5
cm bestimmt (Abb. 3a). Das Herabfallen des Stempels orthogonal zum
Femurschaft flihrte zu einer geschlossenen Querfraktur bei minimalem
Weichteilschaden.

Abb. 3a/b: Frakturmaschine (a) mit Stempel. Abb (b) zeigt die Verwendung des
Stempels mit Definition der Fallhéhe.

Es wurde die oben beschriecbene Methode der artifiziellen Fraktursetzung
gewahlt, da der vergleichbar geringe Weichteilschaden die Analyse des
kompletten Frakturkallus und die Migration der zur Heilung beitragenden Zellen
erm@glichte. Des Weiteren war durch die Reproduzierbarkeit standardisierter
Briche die Mdglichkeit zur Analyse molekularbiologischer Signalprozesse
gegeben (Hiltunen et al., 1993).

3.1.2.2 Narkose und praoperative Vorbereitung

Um das Stresslevel der Tiere méglichst gering zu halten, wurde vor allen
Eingriffen eine gewichtsadaptierte Narkose und Analgesie durchgefihrt. Die
M&use wurden zunachst gewogen und durch eine intraperitoneale Injektion von
Xylazin 2% (medistar®, 2 mg/kg Koérpergewicht) und Ketaminhydrochlorid
(Ketavet; 100 mg/ml; 75 mg/kg Kdérpergewicht) anésthesiert (Tab. 11).
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Die Narkosetiefe wurde mit Erléschen des Umdrehreflexes Uberprift und
daraufhin das linke Femur im Bereich des Operationsgebietes mit einem Rasierer
gro3zlgig depiliert und desinfiziert. Ein Austrocknen der Augen wurde durch die
praoperative Applikation von Augensalbe (Dexpanthenol) verhindert.

Tab. 11: Schema zum Ansetzen der Injektionslésung bei einem Kdérpergewicht der
Versuchstiere von 20 Gramm.

Anzahl Tiere (0,2 ml / Tier a 20 g) 10 15 20

Xylazin 2% 0,09 ml 0,13 ml 0,18 ml
Ketaminhydrochlorid 10% 0,12 ml 0,18 ml 0,24 ml
NaCl, 0,9%, steril 1,89 ml 2,83 ml 3,78 ml
Gesamtvolumen 2,10 ml 3,14 ml 4,20 ml

3.1.2.3 Operationsprozedere

Das linke Femur wurde zunachst in etwa 90° flektiert und Haut und Faszie Uber
eine etwa 1 cm lange Inzision medial der Patellasehne erbffnet. Nach der
Mobilisierung der Sehne nach lateral erfolgte die Eréffnung des Markraumes mit
einem 0,5 mm Titanbohrer im Bereich der Fossa intercondylaris des distalen
Femurs (Abb. 4).

Abb. 4a/b: (a) Inzision von Haut und Faszie mit Lateralisierung der Patellasehne
(b) Eréffnung des Markraumes
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Der Markraum wurde daraufhin zunachst mit einer 25G- und folgend mit einer
23G-Kanule unter Perforation der Kortikalis im Bereich des Trochanter major
erweitert. Uber letztere erfolgte das anterograde Einbringen eines 0,2 mm
starken Drahtes in Seldinger-Technik. Darauf folgte das Setzen der Querfraktur
gemal der in Kapitel 3.1.2.1 beschriebenen Vorgehensweise.

Abb. 5a/b: (a) Liegender 0,2 mm Flhrungsdraht im linken Femur (b) Fraktursetzung
mit Auftreffen des Stempels der Frakturmaschine auf die Diaphyse des linken Femurs

Nach réntgenologischer Uberpriifung der Bruchstelle in der anterior-posterioren
(a.p.) Ebene erfolgte die Stabilisierung der Fraktur durch ein intramedullares
Implantat (RIS Systems, Davos, Schweiz) (Abb. 6a), das mit Hilfe des zuvor
eingebrachten Flhrungsdrahtes im Markraum platziert wurde. Danach wurde der
Draht entfernt. Ein abschlieBendes Réntgen des Femurs (Abb. 6b) zeigte die
Position des Implantates und den Erfolg der Operation. Der Verschluss von
Faszie und Haut erfolgte mittels Einzelknopfndhten mit einem nicht
resorbierbaren Faden der Starke 5-0 (Dicke 0,1-0,15 mm). Zum Schutz der
Nahte wurde die Wunde zusatzlich mit Leukosilk® verbunden.
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Abb. 6a/b: (a) Insertion des intramedulldren Implantates Uber den Flhrungsdraht
(b) Postoperatives Réontgenbild (a.p.) des linken Femurs. Regelrechte Implantatlage.

3.1.2.4 Postoperative Versorgung

Nach der Operation wurde den Tieren zur initialen Schmerzreduktion
gewichtsadaptiert (4 pg/g Kérpergewicht) das nichtsteroidale Antirheumatikum
Rimadyl subkutan in die Nackenfalte appliziert. Da die Hypothermie als haufigste
operationsassoziierte Todesursache gilt, wurde der Kafig mit den operierten
Tieren wahrend der Aufwachphase auf einer Heizdecke platziert und bis zum
vollstandigen Erwachen aus der Narkose Uberwacht. In den folgenden
postoperativen Tagen wurden die Tiere taglich wahrend der gesamten Dauer des
Versuchs visitiert und auf ihr Wohlbefinden geprift. Bei Anzeichen von
Schmerzen wurde erneut Rimadyl (4 pg/kg Koérpergewicht) subkutan in die
Nackenfalte appliziert.

3.1.3 Totung und Praparation der Tiere

Die Tiere wurden entsprechend den in Tab. 10 aufgeflihrten Zeitpunkten durch
eine zervikale Dislokation getétet. Die linke untere Extremitat wurde freipapariert
und der Femurkopf aufgesucht. Das Femur wurde proximal im Bereich des
Hlftgelenkes und  distal durch Einbringen eines Hebels in den
Kniegelenksspalt exartikuliert und mobilisiert.
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3.1.4 Methoden der Probenverarbeitung

3.1.4.1 Fixierung und Entkalkung

Um dem Prozess der Auto- beziehungsweise Heterolyse des Gewebes
entgegenzuwirken, wurden die fir die Histologie gewonnen Femora direkt nach
der Praparation in 4% Paraformaldehyd fixiert und Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die Fixierung erfolgte dabei tber die irreversible Vernetzung von Proteinen. Die
gewiinschte Verfestigung des Gewebes erleichterte die anschlieBende
Entfernung der Mouse-Screw und reduzierte das Risiko einer manuellen
Dislozierung der Frakturenden. Um das Schneiden kndcherner Strukturen mit
dem Mikrotom zu ermdglichen, wurden die Femora Uber sechs Wochen in der
schwachen organischen Saure EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) entkalkt.
Als Chelator fir Metalle bildet sie mit Calcium einen Komplex und I6st dieses
somit aus der knéchernen Substanz, deren Hauptbestandteil das hydroxylierte
Calciumphosphatsalz Hydroxylapatit ist. Durch diesen Vorgang wird ein schwach
basisches Milieu geschaffen. Die Entkalkung durch EDTA ist somit fir die Proben

eine schonende Alternative zur Behandlung mit Trichloressigséaure.

3.1.4.2 Paraffineinbettung, Herstellung von Schnittpraparaten

Bevor die Proben in 5 um dicken Mikrotomschnitten auf Objekttragern fixiert
werden konnten, mussten sie in einen Paraffinblock eingebettet werden. Da die
Hydrophobizitdt des Wachses eine vorherige Dehydratation der Proben
erforderte, wurden diese in einen Entwasserungsautomaten Uberfihrt, der die
Praparate in mehreren Waschschritten zundchst von Uberresten des
Entkalkungsmediums  befreite und sie anschlieBend entwasserte.
Im letzten Schritt erfolgte die Einbettung der Proben. Daflir wurden diese
zunéchst in stets gleicher Orientierung des Caput femoris nach rechts in einer
Ausgussform platziert und, gemeinsam mit dem beschrifteten Gewebskastchen,
mit heiBem flussigem Paraffin Gbergossen, das sich nach anschlieBender
Kalteinkubation verfestigte. Der ausgehartete Paraffinblock konnte daraufhin
leicht aus der Ausgussform gelést werden. Die Herstellung der 5 um dicken
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Schnittpraparate erfolgte mittels Mikrotoms der Firma Leica. Die Schnitte wurden
zunéachst in ein Kalt- und anschlieBend in ein etwa 50°C warmes Streckbad
dberfihrt, bevor sie auf einem  Objekitrager fixiert  wurden.
Die Definition einer standardisierten Schnittebene erfolgte durch das
Aufsuchen des durch das Implantat geschaffenen Hohlraumes im Inneren des
Knochenmarks. Dabei wurden nur jene Schnitte fixiert,

die den Hohlraum auf der gesamten Lange des Knochens darstellten.

3.1.4.3 Isolation des Kallusgewebes

Far die Methoden der colorimetrischen Gesamtkollagenbestimmung sowie der
quantitativen real time PCR wurde der Knochen schonend von Weichteilen
befreit, bis das, im Vergleich zum umgebenden Muskelgewebe, derbere
Kallusgewebe freigelegt war. Um die Prozesse der Denaturierung des avitalen
Gewebes und damit den Verlust intakter DNA mdglichst gering zu halten, musste
das Kallusgewebe zligig entfernt und unter standiger Kihlung in ein steriles
Gefal tGberflhrt werden.

3.1.5 Histomorphologische Analyse des Frakturkallus

Die Darstellung zelluldrer und extrazellularer Bestandteile des Frakturkallus
erfolgte mittels histologischer und immunhistochemischer Methoden. Dabei
erfolgte der histologische Nachweis einzelner Bestandteile des Kallus mit den in
Tab. 12 aufgelisteten Farbemethoden. Die Arbeitsprotokolle zur Durchflihrung

der einzelnen Farbungen sind im Anhang dieser Arbeit zu finden.
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Tab. 12: Ubersicht der

Methode

Histologie

Alcianblau

Masson-Goldner-Trichrom,

Ubersichtsfarbung

Tartratresistente saure

Phosphatase (TRAP)

Immunhistochemie

Bromdesoxyuridin (Brdu)

Cyclooxygenase-2 (COX-2)
Kollagen Typ Il
Kollagen Typ X

Methoden der histomorphologischen Evaluation des
Frakturkallus und der in dieser Arbeit verwendeten Farbemethoden

Detektion

Proteoglykane (Knorpel)

Zellkerne

Bindegewebe
Mineralisierte Flache
Muskulatur

Osteoid

Saure Mucosubstanzen
Zellkerne

Zytoplasma

Saure Phosphatase

(Osteoklasten)

Zellen in der S-Phase
(Proliferation)
Entziindungsmarker
Proliferative Chondrozyten

Hypertrophe Chondrozyten

Farbe

blau

rot

grun

leuchtend griin
ziegelrot

rot

grin
dunkelbraun

ziegelrot

magentarot bis violett

braun

braun

braun

braun
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3.1.5.1 Histologische Farbungen

3.1.5.1.1 Masson-Goldner-Trichrom

Mit der Ubersichtsfarbung nach Masson Goldner erfolgte die Abgrenzung von
mineralisierten und nicht mineralisierten Anteilen des Frakturkallus. Mineralisierte
Matrix stellte sich leuchtend griin dar, wohingegen nicht mineralisiertes Osteoid
sowie Zytoplasma eine Rotfarbung annahmen (s. Anhang, Protokoll 1)

3.1.5.1.2 Alcianblau
Uber die Detektion saurer Mucopolysaccharide und Proteoglykane mittels
Alcianblau erfolgte die histologische Lokalisation des Knorpels (blau) im
Frakturkallus. Zur Darstellung der Zellkerne (rot) wurde Kernechtrot verwendet
(s. Anhang, Protokoll 2).

3.1.5.1.3 Tartrat-Resistente Saure Phosphatase (TRAP)

Das Enzym tartrat-resistente saure Phosphatase wird hauptsachlich von
Osteoklasten, aber auch von anderen hamatopoetischen Zellen wie
Makrophagen exprimiert. Es fungiert wahrend der Frakturheilung als Marker fur
Knochenresorptions- und -remodelingprozesse. Die Proben wurden geman
Protokoll mit dem Acid Phosphatase, Leukocyte-Kit 387 A der Firma Sigma-
Aldrich behandelt. TRAP-positive Zellen im Frakturkallus waren Osteoklasten.
Sie stellten sich magentarot bis violett dar (s. Anhang, Protokoll 2).

3.1.5.2 Immunhistochemische Farbungen

Die Immunhistochemie nutzt die Spezifitdt von Antikérper-Antigen-Komplexen,
um gesuchte Strukturen und ihre Lokalisation farblich darzustellen. Daflir wurden
die Paraffinschnitte zun&chst durch die absteigende Alkoholreihe entparaffiniert
und gewadassert. Nach einem Waschschritt erfolgte in einigen Fallen eine
enzymatische oder thermische Antigen-Demaskierung, da die Vorbehandlung
mit Paraformaldehyd zu einer Quervernetzung (Cross-linking) von Biomolekilen
gefuhrt hat und somit einige Epitope ohne Vorbehandlung nicht detektiert werden
konnten. Eine unspezifische Hintergrundfarbung konnte durch vorherige
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Inkubation mit der EiweiBlésung BSA (Bovines Serum-Albumin) zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen verringert werden. Die Visualisierung gesuchter
Proteine erfolgte mit Hilfe I6slicher Enzym-Immunkomplexe. In dieser Arbeit
wurden fur die Markierung gesuchter Epitope sowohl die PAP (Peroxidase-Anti-
Peroxidase) - als auch die APAAP (Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-
Phosphatase) - als Methoden der |6slichen Enzym-Immunkomplexe (Joppien et

al., 2011) verwendet.

Das Prinzip des Antigennachweises mittels l6slicher Enzym-Immunkomplexe
liegt in dem nacheinander Auftragen folgender Reagenzien:

1.) Unkonjugierter Primarantikdrper

2.) Unkonjugierter Sekundarantikérper

3.) Léslicher Enzym-anti-Enzymkomplex

4.) Substratlésung

Sowohl der primare als auch der Antikdrper des Enzym-Immunkomplexes
stammten aus derselben Spezies, sodass der Sekundarantikérper
(Brickenantikérper) durch Bindung seiner Fab-Fragmente an das Fc-Fragment
sowohl des Primarantikérpers als auch des Enzym-Immunkomplexes eine
Verbindung zwischen beiden Komponenten herstellen konnte. Als Chromogene
(Substratlésung) wurden 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) (braun) oder Neufuchsin

(rot) verwendet.

3.1.5.2.1 Bromdesoxyuridin (BrdU)

Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein Thymidinanalogon und wird wahrend der S-
Phase des Zellzyklus an dessen Stelle in die DNA eingebaut (Gratzner, 1982).
Somit dient die immunhistochemische Detektion des BrdU der Lokalisation von
proliferierenden Zellen und erlaubt zudem Rulckschlisse auf die
Proliferationsaktivitat verschiedener Zelltypen. Zur Klarung dieser Fragestellung
wurden  mittels  Peroxidase-Anti-Peroxidase(PAP)-Methode  immunhisto-
chemische Farbungen zum Zeitpunkt 7 Tage nach Fraktursetzung angefertigt.
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Es wurde ein monoklonaler Antikérper aus der Maus vom Typ IgG der Firma
Sigma Aldrich verwendet (s. Anhang, Protokoll 4).

3.1.5.2.2 Cyclooxygenase-2 (COX-2)

Die Cyclooxygenase-2 (COX-2) wird wahrend der frihen Phase der
Frakturheilung zum gréBten Teil in den Knorpelvorlduferzellen exprimiert. Das
Enzym ist verantwortlich fir die Synthese von Prostaglandinen, die als
Stimulatoren der Chondro- und Osteogenese einen positiven Effekt auf den
Frakturheilungsprozess austben (Naik et al., 2008; Kawaguchi et al., 1995). Die
Menge und Lokalisation des Enzyms wéhrend der frihen Kallusformation wurde
anhand der immunhistochemischen Detektion mittels PAP-Methode Uber einen

monoklonalen COX-2-Antikérper nachgewiesen (s. Anhang, Protokoll 5).

3.1.5.2.3 Kollagen Il und Kollagen X

Zusatzlich zum Nachweis des Gesamtknorpelanteils mittels Alcianblau erfolgte
mit der immunhistochemischen Detektion von Kollagen Il und Kollagen X mittels
monoklonaler Antikérper der Nachweis proliferativer und hypertropher
Chondrozyten im Frakturkallus. Initial proliferative Knorpelzellen sezernieren zu
groBen Teilen Typ Il-Kollagen, nach ihrer Differenzierung in das hypertrophe
Stadium Uberwiegt hingegen die Sekretion von Kollagen Typ X. Mit der
Immunhistochemie anhand der PAP-Methode wurden Quantitat und Lokalisation
beider Differenzierungsstadien eruiert (s. Anhang, Protokoll 6).
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3.1.5.3 Auswertung der gefarbten Schnitte

Die Auswertung der gefarbten Schnitte erfolgte mit der Bildanalysesoftware
cellSense, OLYMPUS. Die auf dem Objekttrager angefarbten Praparate wurden
zunachst mit einem hochauflésenden Mikroskop in 20-facher VergréBerung
digitalisiert. Um subjektive Einflussfaktoren bei der Auswertung, wie den
Rosenthal-Effekt, zu vermeiden, wurden die Dateien zuvor verblindet. Die zu
untersuchende Kallusregion wurde manuell mit der Definition einer Region Of
Interest (ROI) festgelegt. Die Quantifizierung der gesuchten Objekte und
Strukturen erfolgte mithilfe einer schwellenwertbasierten Objekterkennung.
Hierbei wurde flr jede Farbemethode ein individueller Schwellenwert festgelegt,
der sich auf alle Bilder derselben Methode anwenden lie3. Individuelle
Schwankungen der Bildqualitdt wurden dabei bericksichtigt und der
Schwellenwert manuell angepasst, indem dieser auf sichere positive Strukturen
wie die Wachstumsfuge bezogen wurde (Abb. 7).
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Abb. 7: Bestimmung positiv gefarbter Areale mittels CellSens am Beispiel der
Kollagen Typ Il Immunhistochemie. 10-fach lichtmikroskopische VergréBerung.
Dargestellt ist ein Wildtyp nach 14-tagiger Frakturheilung. Das Kallusgewebe ist mit ROI
1 und ROI 2 markiert (Region Of Interest). Die Wachstumsfuge (links im Bild) wurde als
Schwellenwertreferenz herangezogen. Die rote Markierung innerhalb des Kallus
markiert das positiv gefarbte Knorpelgewebe und wird zur Berechnung des knorpeligen
Anteils an der Gesamtkallusflache herangezogen.

3.1.5.4 Messung der KallusgroBe

Die GroBe des Kallus wurde anhand der histologischen Ubersichtsfarbung nach
Masson-Goldner bestimmt. Hierbei erfolgte die manuelle Bestimmung der
Kallusregion mittels einer ,Region of Interest® (ROI). Mithilfe der Software
CellSens wurde daraufhin die Kallusflache in Quadratmillimetern (mm2)

errechnet.
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3.1.6 Quantifizierung des Kollagengehaltes im Kallus

Zur Messung des Gesamtkollagengehaltes im Frakturkallus wurde das Total
Collagen Assay der Firma Quickzyme Biosciences verwendet. Prinzip dieses
Assays ist die colorimetrische Darstellung von Hydroxyprolin, einer Aminosaure
des Kollagens, das zu dessen Stabilisierung als Tripelhelix beitragt. Bevor das
Kallusgewebe analysiert werden konnte, musste es zunachst unter
mikroskopischer Sicht vom zuvor mobilisierten linken Oberschenkelknochen
extrahiert werden. Dafir erfolgte initial die Entfernung von Haut, Muskulatur und
Fettgewebe, bevor der, als derbere Struktur erscheinende Kallus, im Gesamten

entfernt werden konnte.

Gewonnenes Kallusgewebe wurde abgewogen und in ein verschraubbares
Eppendorfgefal3 Gberfihrt. Danach wurde dem Gewebe eine gewichtsadaptierte
Menge 12M HCI (12 molare Salzsaure) zugefihrt (10 ul HCI / mg Kallusgewebe)
und fir 20 Stunden bei 95°C inkubiert. Die Behandlung mit Salzsaure fihrte zu
einer hydrolytischen Denaturierung der Proteinstruktur unter Zerstérung der
Wasserstoffbrickenbindungen, sodass eine Aufspaltung in einzelne
Aminosauren erfolgte. Zeitgleich wurde der im Kit enthaltenen Kollagen-
Standardlésung, die als ReferenzgréBe pures Kollagen enthélt, ebenfalls eine
adaptierte Menge an HCI hinzugefligt und zu den Proben in den Hitzeinkubator
gestellt. Nach abgelaufener Inkubationszeit wurden die Proben auf
Raumtemperatur  abgekihlt und anschlieBend bei 13 000 x ¢
(g = Gravitationskraft) fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die
weiteren Untersuchungen abpipettiert.

Zur Erstellung einer Eichgerade wurde eine Verdinnungsreihe der
Standardlésung angefertigt. Daftir wurden acht EppendorfgefaBBe geman des in
Tab. 13 aufgeflihrten Schemas beschriftet und befullt.
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Tab. 13: VerdlUnnungsreihe der Standardproben zur Erstellung der Eichgerade. Der
Probe S1 wurden 125 pul der zuvor unter Hitze denaturierten Kollagen-Standardiésung
(Stock), 62,5 ul 4M HCI und 62,5 ul H20 zur weiteren Verdinnung und Oxidation
hinzugeflgt. Die Kollagenkonzentration der Probe ist in [ug/ml] angegeben.

Probe 4M HCI H.0 [ng/ml]

St 125 ul Stock 62,5 ul 62,5 ul 300
S2 120 pl S1 60 pl 200
S3 90 ul S2 90 pl 100
S4 90 ul S3 90 pl 50
S5 90 ul S4 90 ul 25
S6 90 ul S5 90 pl 12,5
S7 90 ul S6 90 pl 6,25
S8 0l 90 pl

Die Standardlésungen S1-S8 und die zu untersuchenden Kallusgewebeproben
wurden anschlieBend wie folgt auf eine 96-Well-Platte Gbertragen (Abb. 8):

ITA2-/- | WT ITA2-/- | WT
1:10 1:10 1:20 1:20

I ®© =M m O O mw >

Abb. 8a/b: (a) Ausschnitt einer 96-Well-Platte am Beispiel einer Belegung mit
Kallusgewebe eines Wildtyps (WT, FS100) und einer Integrin a2-defizienten Probe
(ITA2-/-, FS104) sowie der Standardproben S1-S8. Die Kallusgewebsproben wurden
zuvor mit 4M HCI jeweils in einem Verhéltnis von 1:10 und 1:20 verdinnt. In jedes Well
wurden 35 pl der jeweiligen Probe und 75 ul der im Kit enthaltenen Pufferlésung
gegeben. (b) Foto der in Abb 7a abgebildeten Plattenbelegung. Es ist eine intensivere
Farbentwicklung in den Wells A8 und A10, die mit Integrin a2 defizientem Kallusgewebe
belegt sind, als Hinweis fur einen héheren Kollagengehalt im Kallus zu erkennen.
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Die belegte Platte wurde anschlieBend mit Folie verschlossen und fiir 20 Minuten
auf die Rittelplatte gestellt, um ein gleichmaBiges Verteilen der Reagenzien zu
gewabhrleisten.

Die finale Farbentwicklung erfolgte durch Zugabe eines im Kit enthaltenen
Detektionsreagenzes, dessen Bestandteile A und B im Verhaltnis von 2:3
miteinander vermischt und jeweils 75 ul der Mixtur auf jedes belegte Well
aufgetragen wurden. AnschlieBend wurde die Platte mit Folie verschlossen und
fir eine Stunde bei 60°C inkubiert. Die Analyse der Hydroxyprolinmenge erfolgte
anschlieBend durch das Auslesen der Platte in einem Mikrotiterplatten-
Photometer (TECAN Sunrise) bei einer Wellenlange von 570 nm mit Hilfe der
Software XFLUOR4, Version 4.50. Durch die Bindung des Chromogens an
modifiziertes Hydroxyprolin erfolgte so der indirekte colorimetrische Nachweis
von Kollagen im Frakturkallus. Die Messungen wurden bei jeweils drei Tieren
jedes Genotyps zum Zeitpunkt 7 Tage durchgefihrt.

3.1.7 Analyse der Morphologie des Kallus mittels pCT

Neben der histomorphologischen Auswertung galt die Untersuchung mittels
Mikro-Computertomographie (UCT) als zusatzliche qualitative und quantitative
Analyse der Zusammensetzung des Frakturkallus. Die Verwendung eines
standardisierten  Auswertungsalgorithmus erlaubte zudem eine héhere

Obijektivitat der Untersuchung.

Die Visualisierung des frakturierten Femurs erfolgte direkt nach Tétung und
Praparation der Tiere mit dem in vivo-microCT Skyscan 1176 der Firma Bruker.
Die dort erstellten zweidimensionalen Bilder (Abb. 9) mussten fir die weitere
Evaluation in ein 3D-Format umgewandelt werden. Dies erfolgte mit der Software
NRecon  (Bruker), wobei  fur jeden der dort verwendeten
Rekonstruktionsparameter, unter anderem Kontrast und Artefaktreduktion, der

gleiche Wert flr alle Knochenpraparate voreingestellt wurde.
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Abb. 9: Frakturiertes Femur eines Integrin a2-
defizienten Versuchstieres nach 14-tagiger
Frakturheilung. Dargestellt ist ein zweidimensio-
nales Rontgenbild zur orientierenden Planung
des Bereiches fir die dreidimensionale
computertomographische Darstellung.

Mit der Software CTVox (Bruker) wurden die Oberschenkelknochen im
dreidimensionalen Raum visualisiert und vertikal ausgerichtet. Die Auswertung
der Bestandteile des Kallus erfolgte mit dem Programm CTAn (Bruker) mittels
standardisierter Operatoren. Hierbei wurde das Prinzip der Grauwerterkennung
zur Bestimmung der Gewebedichte genutzt (Abb. 10). Da Réntgenstrahlen bei
dichterem Gewebe wie Knochen im Vergleich zum Weichgewebe eine
verminderte Durchlassigkeit besitzen, konnte somit eine exakte Differenzierung

von mineralisierter zu nicht-mineralisierter Matrix erfolgen.

Abb. 10a/b/c: Vereinfachte Darstellung der Knochenanalyse im pCT mit der
Software CTAn. Gezeigt ist ein linkes Femur im Querschnitt. Zun&chst erfolgte die
Definition einer Region of Interest anhand des Nativbildes (a). Mit Hilfe eines zuvor
festgelegten Protokolls wurde nun automatisiert der zu analysierende Kallusbereich (b)
(AuBere weiBe Flache) definiert. Im letzten Schritt erfolgte Gber die Grauwertbestimmung
die Abgrenzung von mineralisiertem (weif3) zu nicht-mineralisiertem (schwarz) Gewebe

(c).
Es wurden die Zeitpunkte 14 und 21 Tage untersucht. Eine friihere Begutachtung

nach 4 und 7 Tagen erschien nicht sinnvoll, da der Kallus in den friihen Stadien

der Frakturheilung Gberwiegend aus Weichgewebe besteht.
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3.1.8 Genexpressionsanalytik

Die Analyse spezifischer mRNA-Expressionsmuster gibt Aufschluss tUber die
Transkriptionsaktivitat und somit Expression einzelner Gene und Proteine in
Zellen und Geweben. Bevor eine Genexpressionsanalytik mittels quantitativer
Real Time PCR (RT-qPCR) mit Hilfe spezifischer Primer erfolgen konnte,
musste das zu untersuchende Gewebe zunéchst isoliert und einer Reihe
weiterer Verarbeitungsschritte (RNA-Extraktion, Reverse Transkription und
cDNA-Synthese) unterzogen werden. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung
der Zusammensetzung des Kallusgewebes zum Zeitpunkt 4 und 7 Tage nach
Fraktur. Alle Prozeduren zur Verarbeitung des Gewebes wurden mit den
Reagenzien und Hilfsmitteln der Firmen Qiagen und Applied Biosystems
(Tab. 14) durchgefihrt.

Tab. 14: Auflistung der Prozeduren zur Aufbereitung des Gewebes und Herkunft der
Reagenzien und Chemikalien.

Prozedur Herkunft

RNA-Extraktion RNeasy® Mini Kit (Qiagen)

RNA-Reinigung (DNA-Verdau) RNase-Free DNase Set (Qiagen)

cDNA-Synthese High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Applied Biosystems)
gPCR-Analyse Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit (Qiagen)

3.1.8.1 RNA-Extraktion aus Kallusgewebe

Zunachst erfolgte, unter mikroskopischer Sicht und sterilen Bedingungen, die
Gewinnung des Kallusgewebes des linken Femurs. Das extrahierte Gewebe
wurde in Metallkliigelchen enthaltende EppendorfgefaBe Uberfihrt. Zur
chemischen Gewebslyse wurde der Puffer RLT (RNeasy) unter Zusatz von (-
Mercaptoethanol zur Deaktivierung von RNasen (10 ml RLT / 10 mg Gewebe)
hinzugegeben. Zusatzlich wurde das chemisch lysierte Gewebe flr einige
Minuten in einen Homogenisator gestellt, dessen schnelles und ruckartiges

vertikales Ritteln Bewegungen der Metallkugeln innerhalb der Eppendorfgeféae
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ausléste und somit die mechanische Lyse des Gewebes bewirkte. Das Lysat
wurde danach auf héchster Stufe fir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand
fir die Extraktion von RNA verwendet. Es wurde gemaB des im Anhang
befindlichen Protokolls verfahren (s. Anhang, Protokoll 7).
Es erfolgte daraufhin fir jede Probe eine photometrische Messung des RNA- und
auch DNA-Gehalts. Dafir wurden jeweils 2 pl einer Probe mit 60 pl Pufferlésung
(PBS) versetzt und mit Hilfe der Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm der
Gehalt einstrangiger RNA gemessen. Die Extinktion bei 280 nm diente zum
Ausschluss von Verunreinigungen durch Doppelstrang-DNA und somit zur
Uberpriifung der Reinheit der Probe. Dafiir wurde in einem néchsten Schritt der
Quotient der jeweiligen Wellenldngen von RNA / DNA (260 nm / 280 nm) gebildet.
Nur jene Proben, deren Quotient > 2 war, die also eine mehr als doppelt so hohe
Menge an einstrangiger RNA im Verhaltnis zu doppelstrangiger

DNA aufwiesen, wurden im weiteren Verlauf verwendet.

3.1.8.2 cDNA-Synthese

Da das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion auf der Amplifikation von
Doppelstrang-DNA mit Hilfe DNA-spezifischer Enzyme beruht, musste aus der
zuvor extrahierten RNA komplementare DNA (cDNA) synthetisiert werden. Die
zugrundeliegende Transkription einstrangiger RNA in Doppelstrang-cDNA
erfolgte hierbei durch das Enzym Reverse Transkriptase, das als spezialisierte
RNA-abhéangige DNA-Polymerase zunachst eine Primersequenz far die initiale
Bindung an die zu transkribierende RNA bendtigte. Die heute verwendeten
Transkriptions-Kits enthalten daher, zusatzlich zur Enzymkomponente, ein
Puffermedium, das, neben der zur Strangsynthese bendtigten dT-Nukleotide, ein
Oligo-dT-Nukleotid (Primer) enthélt. In dieser Arbeit wurde das High-Capacity
RNA-to-cDNA™ Kit der Firma Applied Biosciences verwendet und anhand eines
im Labor  etablierten Protokolls  verfahren (s. Anhang, Protokoll 8).
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3.1.8.3 Real-Time quantitative PCR

Die Methode der real-time quantitativen PCR (gPCR) diente der Bestimmung der
Expressionsmenge spezifischer mRNA in Echtzeit. Dabei wurde das Prinzip der
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR = polymerase chain reaction) genutzt, bei der
eine exponentielle Vervielfaltigung unter Verdopplung der zuvor synthetisierten
cDNA in jedem Zyklus stattfand. In jedem Zyklus wurden drei Phasen
durchlaufen: Denaturierung, Annealing und Elongation. Zunachst wurde die
Doppelstrang-cDNA unter kurzzeitiger Hitzeinkubation bei 95°C aufgetrennt
(denaturiert). Im n&chsten Schritt erfolgte die Anlagerung spezifischer Primer an
fr die gesuchten Genprodukte kodierenden Loci auf der einstrangigen cDNA.
Dieser Prozess erfolgte bei einer zuvor determinierten Temperatur von 60°C
(Annealingtemperatur), bei der eine optimale Anndherung der Primer an den
Einzelstrang stattfinden konnte. Alle verwendeten Primer wiesen ihr
Temperaturoptimum in diesem Bereich auf, sodass die Bildung unspezifischer
Primerdimere bei zu geringen oder eine fehlende Produktbildung bei zu hohen
Temperaturen verhindert wurde. Mit der Verwendung jeweiliger Vorwarts
(forward, fwd)- und Rickwaérts (reverse, rev)-Primer wurde Anfangs- und
Endpunkt des zu detektierenden Genabschnittes bestimmt. Die Bindung
ausgewahlter Primer an die cDNA-Abschnitte war obligat fir die nachfolgende
Elongationsphase, bei der eine hitzestabile Taq (Thermus aquaticus) -
Polymerase bei einem Temperaturoptimum von 72°C an das 3‘-Ende des
Primers binden und den dazugehdérigen cDNA-Abschnitt in 3'-5°-Richtung mit den
fehlenden Nukleotiden auffillen konnte. Mit der Zugabe des, mit der
Doppelstrang-cDNA interkalierenden, Fluoreszensfarbstoffes SYBR Green
konnte der Gehalt an neusynthetisierter Doppelstrang-cDNA nach jedem Zyklus
bestimmt werden. Im Zuge der real-time quantitativen PCR (gPCR) konnte hier
mit einer integrierten Kamera die Amplifikation der cDNA-Produkte unter
Messung der Fluoreszenz in Echtzeit dargestellt werden. Das Uberschreiten der
Hintergrundfluoreszenz im Verlauf der Amplifikation wurde als Zyklus-
Schwellenwert (Ct-Wert, cycle threshold) determiniert. Erst mit Uberschreiten des
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Schwellenwertes konnte die exponentielle Vervielfaltigung der cDNA zuverlassig
quantifiziert werden. Je friher dieser Wert erreicht wurde, desto héher war der
Gehalt gesuchter cDNA in der analysierten Probe. In dieser Arbeit wurde in der
Versuchs- und Kontrollgruppe die Expression der in Tab. 15 aufgeflihrten Gene
in murinem Frakturkallusgewebe (4 und 7 Tage Heilung) untersucht. Zur exakten
Quantifizierung der Expressionsmengen wurden zunachst die
Amplifikationseffizienzen jedes Primerpaares (fwd+rev) flr einen Zyklus
bestimmt. Unter Zuhilfenahme einer Verdinnungsreihe (1:1, 1:2, 1:4; 1:8, 1:16;
1:32; 1:64) mit einer Kontroll-cDNA an die der untersuchte Primer sicher bindet,
wurde anhand der Ct-Werte eine lineare Regressionsgerade fir jeden Primer
erstellt. Aus der Steigung der Geraden konnte mit Anwendung folgender Formel
die Effizienz E berechnet werden:

E=10 [-1/Steigung]

Eine Effizienz E = 2 (100%) bedeutete eine vollstandige Verdopplung der cDNA
wahrend eines Zyklus. Michael W. Pfaffl sah in dieser Methode der
Effizienzbestimmung einen Nachteil hinsichtlich einer Uberschatzen Effizienz
(Pfaffl, 2004). In dieser Arbeit erreichten einige Primer ebenfalls Effizienzwerte
E > 2. Diese Tatsache konnte jedoch durch die sorgfaltige Prifung der
Schmelzkurven der Primer hinsichtlich ihrer Spezifitdt und durch die Evaluation
des BestimmtheitsmaBes R? der Verdinnungsreihen vernachlassigt werden. Alle
Untersuchungen der Genexpression erfolgten mit Hilfe der Software iQ™5
Optical System Software, Version 2.1 der Firma Bio-Rad Laboratories. Abbildung
11 zeigt einen optimalen Schmelzkurvenverlauf am Beispiel des Primers Runx2
mit der Ausbildung eines einzelnen Peaks als Ausdruck der Entstehung eines
spezifischen PCR-Produkts. Primer, die mehr als einen Peak aufwiesen, haben
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nicht spezifisch an die cDNA gebunden und wurden von der Analyse
ausgeschlossen.

Melt Peak Chart : Data 2016-09-20 1552.0pd
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Abb. 11: Schmelzkurvenanalyse des Primers Runx2 mit einzelnem Peak und
spezifischer cDNA-Bindung. Es wurde die Temperatur in °C (x-Achse) gegen die
Fluoreszenz im Verhaltnis zur Temperatur -d(RFU)/dT (y-Achse) aufgetragen

Anhand der linearen Regressionsgeraden der Verdinnungsreihe konnte zudem
das Bestimmtheitsma3 R2? bestimmt werden, das einen Parameter fir die
Kontinuitat und Verlasslichkeit der Primerbindung an Proben unterschiedlichen
cDNA-Gehalts darstellte. R>=1 bedeutete, dass der Primer bei jeder cDNA-
Konzentration in gleichem MaB3e an die cDNA gebunden hat (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Lineare Regressionsgerade einer cDNA-Verdinnungsreihe mit dem Primer
Runx2. Es wurde die n-fache Verdinnung (x-Achse) gegen den Schwellen-/Ct-Wert (y-
Achse) aufgetragen. Die Software berechnete eine Effizienz E=103,2% und ein
Bestimmtheitsmal3 R2=0,99

Nur Primer, die eine Effizienz E > 1,97 und E < 2,24 sowie eine spezifische
Schmelzkurve und ein Bestimmtheitsmal R2 > 0,986 aufwiesen, wurden flr die
Analysen herangezogen.

Fir alle Prozeduren der Genexpressionsanalytik wurden die im Jahre 2009 von
Bustin und anderen herausgegebenen MIQE-Richtlinien (Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) als
Orientierungshilfe herangezogen (Bustin et al., 2009). Gemal dieser Richtlinien
wurden far die relative Quantifizierung der gPCR-Produkt nicht nur ein, sondern
zwei Referenzgene, die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT)
und das B2-Mikroglobulin (B2M) verwendet. Diese sogenannten Housekeeping-
Gene dienten als Normalisierungsfaktor und konnten aufgrund ihrer konstanten
Expression in den untersuchten Geweben beider Gruppen (WT und ITA2(") zur
relativen Quantitdtsbestimmung der gesuchten, in Tab. 15 aufgeflhrten,
Genprodukte verwendet werden.
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Tab. 15: Auflistung durchgefiinrter Genexpressionsanalytik und dazugehdriger

Markergene

Analysegruppe
Kollagenbindende

Integrine

Knochen-

metabolismus

Chondrozyten-

differenzierung

Inflammation

Primer
Integrin al
Integrin al10

Integrin all

Runx2
Osterix
ALP
BMP2

Sox9

COX-1
COX-2

Kontroll-cDNA

MC3T3
MC3T3
MC3T3

MC3T3
MC3T3
MC3T3
MC3T3

Chondrozyten

TNF-a-Fibroblasten
TNF-a-Fibroblasten

0,996
0,994
0,996

0,990
0,995
0,986
0,997

0,993

0,994
0,993

Ein%
106,9
103,4
117,7

103,2
109,8
124,1
99,8

99,1

98,9
97,1

Die Berechnung der amplifizierten cDNA-Mengen jedes Primers erfolgte mit der

Delta-Delta-Ct-Methode. Dabei wurde zunachst die Differenz der gemittelten Ct-

Werte des Zielgens, also des gesuchten Gens, und der mittleren exprimierten

Menge des Referenzgens (auch Housekeeping-Gen) gebildet (Delta-Ct). In

einem nachsten Schritt wurden die fiir jede Gruppe (ITA2(/)/WT) separat

errechneten Differenzen gemittelt und dienten zur Differenzbildung zwischen

Kontroll- und Versuchsgruppe (Delta-Delta-Ct). Die errechneten Delta-Delta-Ct-

Werte wurden anschlieBend als negativer Exponent zur Basis der Effizienz des

Zielgens eingesetzt, sodass eine relative Quantifizierung mit Berilicksichtigung

der Primereffizienzen erfolgen konnte.
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3.1.9 Datenanalyse & Statistik

Die Ergebnisse wurden mit Microsoft Office Excel® dokumentiert und mit dem
Programm GraphPad Prism 6 der Firma GraphPad Software Inc grafisch
dargestellt und statistisch evaluiert. Es wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen fir jede Versuchsreihe determiniert. Fir die statistische
Evaluation wurde der Mann-Whitney-U-Test zur nicht-parametrischen Testung
unabhangiger Stichproben angewandt. Eine Ausnahme bildete die Auswertung
der Genexpression mittels qPCR, bei der wegen der Betrachtung gepaarter
Stichproben der Wilcoxon-Signed-Rank-Test zur Anwendung kam.

4 Ergebnisse

4.1 Klinische und bildgebende Kontrolle

Die klinischen und bildgebenden Kontrollen der Versuchstiere erfolgten sowohl
postoperativ mit Uberwachung der Atmung wahrend der Aufwachphase und
einer réntgenologischen Dokumentation der Lage des intramedullaren
Implantates als auch postmortal mit der Gewichtsdokumentation und einer
erneuten réntgenologischen Lageuberprifung des Osteosynthesematerials. Fir
die Evaluation wurden ausschlieBlich Tiere verwendet, die keine der folgenden

Ausschlusskriterien erfillten:

- Infektion des Operationsgebietes

- Dislozierung des Osteosynthesematerials (z.B. Austreten des Implantates
aus dem Knochen)

- Grobe Dislozierung der Frakturenden

- Perioperativer Exitus
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4.2 Histomorphologische Evaluation des Frakturkallus

4.2.1 Alcianblau

Die quantitative Auswertung der Alcianblau-positiven Areale des Kallus ergab bei
den Integrin a2(")-Versuchstieren nach 7 Tagen der Heilung mit 46,0 % * 10 im
Vergleich zu 23,3 % + 7,8 bei den Wildtypen einen signifikant (p<0,0001) héheren
Anteil an Knorpelgewebe bezogen auf die GesamtgréBe des Frakturkallus (n =
9;12 [WT;ITA2()]). Zum Zeitpunkt 14 Tage konnte dagegen mit 14,9 % + 3,3 ein
signifikant (p<0,0111) héherer knorpeliger Anteil am Gesamtkallus bei den
Wildtypen, verglichen mit 7,9 % + 4,2 bei den Tieren mit Integrin a2-Defizienz
festgestellt werden [n = 7;7 (WT;ITA2(/)]. Nach 21 Tagen Frakturheilung zeigten
die Gruppen keinen Unterschied (p<0,7005) [n = 7;5 (WT;ITA2")] (Abb. 13).
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Abb. 13a: Histologmorphologische Quantifizierung des relativen Anteils der Alcianblau-
positiv gefarbten Flache an der gesamten Kallusflache. (Mann-Whitney-U-Test
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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7 Tage

Wildtyp Integrin a2

s N
i’

a0 -

FS015 FS007

14 Tage
Wildtyp Integrin a2

FS036 FS020

Abb.13b: Reprasentative Bilder der mit Alcianblau geféarbten Frakturkalli nach 7 und 14

Tagen Heilungszeitraum.

49



4 Ergebnisse

4.2.2 Kollagen Typ I

Bei der immunhistochemischen Analyse ergab sich mit 35,4 % = 12,3 eine
signifikant (p < 0,0003) erhdhte Expression des Typ Il-Kollagens im 7 Tage alten
Frakturkallus der Integrin a2()-Versuchstiere im Vergleich zu 17,6 + 2,1 beim
Wildtyp [n = 6;11 (WT;ITA2(/)]. 14 Tage nach Fraktursetzung zeigten dagegen
die Wildtypen mit 16,2 + 2,3 einen signifikant (p<0,0087) héheren Kollagen Typ
[I-Anteil im Vergleich zu 8,5 % + 3,4 beim Knockout-Typ [n = 6;6 (WT;ITA2(/)].
Nach drei Wochen konnte kein Unterschied (p<0,0736) zwischen den Genotypen
festgestellt werden [n = 5;6 (WT;ITA2(7)] (Abb. 14).
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Abb. 14a: Immunhistochemische Quantifizierung des Kollagen Typ Il-Gehalts des
Frakturkallus (WT und ITA2-/-) nach 7,14 und 21 Tagen der Heilung (Mann-Whitney-U-
Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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7 Tage
Wildtyp Integrin a2
|
FS015 FS030

14 Tage
Wildtyp Integrin a2

P

FS036 FS020

Abb. 14b: Représentative Bilder der mit dem Kollagen Typ Il-Antikdrper behandelten
Kalli (WT; ITA29)) nach 7 und 14 Tagen Frakturheilung.
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4.2.3 Kollagen Typ X

Analog zu den Ergebnissen der Kollagen Typ llI-lmmunhistochemie zeigten
Integrin a2t Tiere mit 15,7 % * 7,6 eine, verglichen zu 6,8 % + 1 beim Wildtyp,
signifikant (p<0,0047) erh6hte Kollagen Typ X-Expression in der frihen Phase
(nach 7 Tagen) der Frakturheilung [n = 6;10 (WT;ITA2(7)]. Zum Zeitpunkt 14
Tage dominierte die signifikante (p<0,0079) Uberexpression des Typ X-
Kollagens mit 12 % + 1 auf Seiten der Wildtypen, verglichen mit 6,1 % + 3 bei
Integrin a2 defizienten Tieren [n=5;5 (WT;ITA2(/))]. Es konnte kein Unterschied
(p<0,9683) zwischen den Gruppen nach 21 Tagen festgestellt werden [n = 5;5
(WT;ITA2))] (Abb. 15).
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Abb. 15a: Immunhistochemische Quantifizierung des Kollagen Typ-X-Gehalts des
Frakturkallus (WT und ITA2-/-) nach 7, 14 und 21 Tagen der Heilung (Mann-Whitney-U-
Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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7 Tage 14 Tage
Wildtyp Integrin a2 Wildtyp Integrin a2t")
FS015 FS030 FS036 FS020

Abb. 15b: Repréasentative Bilder der mit dem Kollagen Typ X-Antikérper behandelten
Kalli (WT; ITA29)) nach 7 und 14 Tagen Frakturheilung.
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4.2.4 Masson-Goldner: Mineralisierung

Die histologische Quantifizierung der mineralisierten Kallusflache anhand der
Masson-Goldner-Trichrom-Farbung ergab mit 23,8 % + 5,7 einen hochsignifikant
(p<0,0004) vermehrt mineralisierten Flachenanteil des Kallus bei den Tieren mit
Integrin a2-Defizienz im Vergleich zu 11,1 % % 3,4 beim Wildtyp zum Zeitpunkt
14 Tage [n = 6;9 (WT;ITA20))]. Auch nach 21 Tagen der Heilung wiesen die
Knockout-Tiere mit 35,5 % = 5,1 eine signifikant (p<0,0221) vermehrte
Kallusmineralisation verglichen mit 28,8 % * 3,7 beim Wildtyp auf [n = 7;6 (WT;
ITA2(7)]. In der frihen Phase der Frakturheilung konnte kein Unterschied
(p<0,5931) hinsichtlich der mineralisierten Kallusflache detektiert werden [n =
8;11 (WT;ITA2(/)] (Abb. 16).
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Abb. 16a: Histomorphologische Quantifizierung des relativen Anteils der leuchtend griin
gefarbten Flache an der gesamten Kallusflache (Mann-Whitney-U-Test *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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14 Tage

Wildtyp Integrin a2

FS036 FS020

21 Tage
Wildtyp Integrin a2(")
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Abb. 16b: Reprasentative Bilder der mit Masson-Goldner-Trichrom geférbten
frakturierten Knochen 14 und 21 Tage nach Fraktursetzung
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4.2.5 KallusgroBe

Die Integrin a2-defizienten Tiere wiesen in der frihen Heilungsphase, sprich
einer Heilungszeit von 7 Tagen, mit einer mittleren Kallusflache von 6,098 mm?2
t+ 1 einen hochsignifikant (p<0,0007) gréBeren Frakturkallus als die Wildtypen
(Mittelwert 3,564 mm2 + 1,34) auf [n = 8;11 (WT;ITA2(7))]. Nach einem
Heilungszeitraum von 14 Tagen kehrten sich diese Ergebnisse jedoch zugunsten
der Kontrollgruppe um. Diese zeigte mit einer mittleren Kallusgré3e von 7,82 mm?2
+ 0,61 eine hochsignifikant (p<0,007) groBere Kallusflache als die ITA2()-
Gruppe mit 4,57 mmz2 + 1,96 [n = 6;9 (WT;ITA2(")]. Es konnte kein Unterschied
zum Zeitpunkt 21 Tage festgestellt werden (Abb. 17).
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Abb.17: Histomorphologische Auswertung der GesamtkallusgréBe zu den Zeitpunkten
7, 14 und 21 Tagen nach Frakturierung (Mann-Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).
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4.2.6 TRAP: Anzahl Osteoklasten

Die Auszahlung der TRAP-positiven Osteoklasten in den Frakturkalli ergab
signifikante Unterschiede in der Anzahl der knochenresorbierenden Zellen.
Sowohl nach 14 als auch nach 21 Tagen wiesen die Tiere mit Integrin a2-
Defizienz héhere Osteoklastenzahlen im Frakturheilungsgebiet auf. Die Zahl
TRAP-positiver Zellen betrug nach 14 Tagen gemittelt 56 + 17 Zellen / mm?
Kallusflache bei den Wildtypen und 169 + 47 Zellen / mm? Kallusflache bei den
Integrin a2-defizienten Tieren (p < 0,0012) [n = 6;7 (WT;ITA2()]. Nach 21-
tagiger Heilung konnte bei den Wildtypen eine Zellzahl von 60 £ 19 Zellen / mm?
und bei den Knockout-Tieren eine Zellzahl von 113 £ 41 Zellen / mm? Kallusflache
verzeichnet werden (p < 0,0173) [n = 6;5 WT;ITA2)] (Abb. 18).
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Abb.18a: Histomorphologische Auswertung der TRAP+ Zellen im Frakturkallus (Osteo-
(Chondro-)klasten) nach zwei und drei Wochen Heilungsperiode (Mann-Whitney-U-Test
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Abb. 18b: Reprasentative Bilder der TRAP-positiven Zellen im Integrin a2- defizienten
Frakturkallus nach 21-t4giger Frakturheilung. Die rechte Abbildung zeigt TRAP-positive
mehrkernige Riesenzellen (Osteoklasten) innerhalb der Resorptionszonen. Links ist
nach Bestimmung eines Schwellenwertes die Auszahlung der TRAP-positiven Zellen
erfolgt.
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4.2.7 BrdU: Zellproliferation (Zellen in der S-Phase)

Nach Quantifizierung der Zellen in der S-Phase zur Analyse der
Zellproliferationsrate in den Kalli 7 Tage alter Frakturen, konnte mit
durchschnittlich 1176 + 259 BrdU+*- Zellen / mm? Kallusflache bei den Wildtypen
und 520 + 56 BrdU*- Zellen / mm? Kallusflache bei den Tieren mit Integrin a2-
Defizienz ein nicht signifikanter Trend (p < 0,2) zugunsten der Wildtypen
festgestellt werden [n = 2;3 WT;ITA2(/)] (Abb. 19).
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Abb. 19: Immunhistochemische Quantifizierung der Zellproliferationsrate mittels anti-
BrdU-Antikdrper (Anzahl Zellen in der S-Phase) nach einwdchiger Frakturheilung (Mann-
Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.2.8 COX-2: Inflammationsmarker

Die Quantifizierung des Enzyms COX-2 im Frakturkallus erfolgte nach 7- und 14-
tagiger Frakturheilung. Die Positivitat der Farbung zeigte sich nach 7 Tagen
Uberwiegend intrazellular, wohingegen nach 14 Tagen das Signal Uberwiegend
extrazellular detektiert werden konnte. Demnach erfolgte nach 7 Tagen eine
Auszahlung der COX-2-positiven Zellen pro mm?2 Kallusgewebe und nach 14
Tagen die Bestimmung der COX-2-positiven Flache im Gesamtkallus.

Die Auszahlung nach 7 Tagen ergab eine durchschnittliche Zellzahl COX-2-
positiver Zellen von 80 + 16 Zellen / mm? Kallusgewebe bei den Wildtypen und
von 206 + 75 Zellen / mm? bei den Integrin a2-defizienten Mausen (p<0,1) [n =
3;3 WT;ITA2()] (Abb. 20a,b).
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Abb. 20a: Auszéhlung der COX-2-positiven Zellen pro mm? Kallusgewebe nach 7
tagiger Frakturheilung. Es konnte ein nicht signifikanter Trend zugunsten der Tiere mit
Integrin a2-Defizienz eruiert werden (Mann-Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).
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WT 7d ITA2-/-7d

Abb. 20b: Reprasentative Bilder der COX-2-Immunhistochemie nach 7-tégiger
Frakturheilung. Im Frakturkallus Integrin a2-defizienter Tiere konnte eine signifikant

héhere Anzahl COX-2-positiver Zellen, insbesondere intrazellular in den Chondrozyten,
detektiert werden.
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Nach 14-tagiger Heilungsperiode konnte eine COX-2-Expression nur noch im
Extrazellularraum detektiert und somit quantifiziert werden. Es wurde eine COX-
2-positive Flache von 3,3 % + 1,46 bei den Wildtypen und von 2,8 % £ 1,57 vom
Gesamtkallus bei der Knockout-Gruppe und somit kein relevanter Unterschied
festgestellt (p<0,99) (Abb. 20c).
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Abb. 20c: Prozentuale Erfassung der COX-2-positiven Flache am Gesamtkallus bei 14-
tagiger Heilungsperiode. Es konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp und Integrin a2-
defizienten Tieren festgestellt werden (p<0,99) (Mann-Whitney-U-Test *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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4.3 Colorimetrische Bestimmung des
Gesamtkollagengehaltes

Die Quantifizierung des Gesamtkollagengehaltes im Kallusgewebe beider
Gruppen nach 7-tagigem Heilungsprozess lieferte Hinweise auf eine gesteigerte
Kollagenproduktion bei den Tieren mit Integrin a2-Defizienz, die im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine fast doppelt so hohe Menge an Gesamtkollagen (WT: 3604
ug/ml; ITA2(1): 6868 pg/ml) aufwiesen [n = 3;3 (WT;ITA2(/)] (Abb. 21).
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Abb. 21: Colorimetrische Bestimmung des Gesamtkollagengehalts im Kallusgewebe
einwdchiger Frakturen (Mann-Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.4 Radiagraphische Bestimmung der
Kallusmorphologie

Unterstitzend zur bereits durchgefihrten Histomorphologie stellten die Analysen
der Struktur des Frakturkallus eine weitere objektive Methode der Auswertung
dar. Bereits mineralisierte Kallusanteile konnten somit sowohl quantitativ als auch
qualitativ beurteilt werden. Es wurden die Zeitpunkte 14 Tage (Phase der harten
Kallusformation) und 21 Tage (Remodelingphase) untersucht.

4.4.1 Bone volume / Tissue volume (BV/TV)

Es konnten signifikante Unterschiede in dem prozentualen Anteil mineralisierter
Flache an der Gesamtkallusflache festgestellt werden. Zum Zeitpunkt 14 Tage
zeigten die Tiere mit Integrin a2-Defizienz einen signifikant héheren Anteil (p <
0,0286) mineralisierter Kallusflache als die Vergleichsgruppe. Wahrend die ITA2¢
"-Gruppe hier einen Mittelwert von 49 % * 6,1 % aufwies, berechnete sich fir die
Kontrollgruppe ein Mittelwert von 37,94 % * 3,07 % [n = 4;4 (WT;ITAC))].

(Abb. 22a).
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Abb. 22a: Darstellung des Knochenvolumens im Verhaltnis zum Gewebsvolumen des
14-tdgigen Frakturkallus (BV/TV). Es konnte ein signifikant groBerer Anteil
mineralisierten Knochens bei den Tieren mit Integrin a2-Defizienz festgestellt werden
(Mann-Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Der Unterschied zum Zeitpunkt 21 Tage war sogar hochsignifikant zugunsten der
Knockout-Gruppe (p < 0,0062). Integrin a2-defiziente Tiere zeigten einen
Mittelwert von 83,48 % * 4,17 %, die Kontrollgruppe lediglich 73,58 % + 5,47 %
mineralisierte Kallusflache [n = 8;5 (WT;ITA2()] (Abb. 22b).

Bone Volume [/ Tissue Volume

100 - *

80 - !
£ 60-
E 40-

o

20+

0' T

< ¥

@3’

21 days

Abb. 22b: Darstellung des Knochenvolumens im Verhéltnis zum Gewebsvolumen des
Frakturkallus nach 21 Tagen (BV/TV). Es wurde ein hochsignifikant gréBerer Anteil
mineralisierten Knochens bei den Tieren mit Integrin a2-Defizienz festgestellt (Mann-
Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.4.2 Bone surface / Bone volume (BS/BV)

Die Bestimmung der Knochenoberflache im Verhéltnis zum Volumen ergab einen
gréBeren Oberflachenanteil bei der Wildtypgruppe (p<0,0571). Fir diese
berechnete sich nach 14 Tagen Frakturheilung ein gemitteltes Verhéltnis von

53,34 # + 11,06, wahrend die ITA27)-Gruppe einen Mittelwert von 33,07 # +
5,86 aufwies [n = 4;4 (WT:ITA2)] (Abb. 23a).
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Abb. 23a: Darstellung der Knochenoberflache im Verhéltnis zum Knochenvolumen
(BS/BV) des 14-tagigen Frakturkallus. Es konnte eine gréBere Knochenoberflache im
Verhaltnis zum Knochenvolumen nach 14 Tagen Frakturheilung bei der Kontrollgruppe
im Vergleich zu den Tieren mit Integrin a2-Defizienz festgestellt werden (p<0,0571)
(Mann-Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Auch nach 21-tagiger Heilung wiesen die Wildtypen im Mittel ein gréBeres
Knochenoberflachen-Volumen-Verhaltnis auf (p<0,2844). Diese zeigten einen

Mittelwert von 61,44 # * 6,54. Die Knockout-Gruppe dagegen zeigte ein

gemitteltes Verhaltnis von 40,38 # +23,05. [n = 8;5 (WT;ITA2()) (Abb. 23b).
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Abb. 23b: Darstellung der Knochenoberflache im Verhéltnis zum Knochenvolumen
(BS/BV) des Frakturkallus nach 21 Tagen. Die Wildtypgruppe zeigte eine im Vergleich
zu den Tieren mit Integrin a2-Defizienz ein gréBeres Oberflachen-Volumen-Verhaltnis
(p<0,2844) (Mann-Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.4.3 Trabecular Number

Hinsichtlich der Anzahl der Trabekel im heilenden Frakturkallus konnte nach 14
Tagen Heilungszeitraum kein relevanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen festgestellt werden (p < 0,8857). Wahrend die Kontrollgruppe eine

mittlere Anzahl von 4,64 # + 0,84 aufwies, erreichte die Gruppe mit Integrin a2-

Defizienz einen Mittelwert von 4,74 # +0,3 [n = 4;4 (WT;ITA2()] (Abb. 24a).
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Abb. 24a: Auswertung der Anzahl der Trabekel des 14 Tage alten Frakturkallus. Es
konnte kein relevanter Unterschied zwischen den beiden Vergleichsgruppen festgestellt
werden. (p<0,8857) (Mann-Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Nach einer Frakturheilungszeit von 21 Tagen zeigte sich mit gemittelt 10,79 #

+ 1,79 Trabekel pro Millimeter eine nicht signifikant erhéhte Trabekelanzahl im

Frakturkallus der Wildtypen im Vergleich zur Versuchsgruppe, die im Mittel 7,58
ﬁ + 4,14 Trabekel betrug [n = 8;5 (WT;ITA2))] (Abb. 24b).
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Abb. 24b: Auswertung der Anzahl der Trabekel des Frakturkallus nach 21 Tagen
Heilungszeitraum. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Vergleichsgruppen festgestellt werden. (p<0,3543) (Mann-Whitney-U-Test *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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4.4.4 Trabecular Separation

Die Messung des Abstandes der Trabekel untereinander ergab einen
signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen nach einer 14-tagigen
Heilungsperiode (p<0,0286). Wahrend der trabekuldre Abstand bei den
Wildtypen gemittelt lediglich bei 0,087 mm + 0,0015 lag, betrug er bei den Tieren
mit Integrin a2-Defizienz 0,192 mm + 0,0249 [n = 5;4 (WT;ITA2()] (Abb 25a).

Trabecular Separation
0.25 - "

i [

=

[X]

o
L

Tr.Sp. [mm]
o
>

Ed =
[=] -
o o
'] L

0.00-

14 days

Abb. 25a: Auswertung des Trabekelabstandes nach einer Heilungszeit von 14 Tagen.
Es konnte ein signifikant gréBerer intertrabekularer Abstand in Integrin a2-defizienten
Frakturkalli eruiert werden (p<0,0286) (Mann-Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).
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Nach einem Heilungszeitraum von 3 Wochen konnte hinsichtlich des
trabekuldren Abstandes des Kallus kein Unterschied innerhalb der Gruppen
festgestellt werden (p<0,9433). Der Trabekelabstand betrug bei der
Vergleichsgruppe (WT) 0,08343 mm =z 0,002 und bei der Versuchsgruppe
ITA2()) 0,0340 mm + 0,003 [n = 8;5 (WT;ITA2()] (Abb 25b).
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Abb. 25b: Auswertung des Trabekelabstandes nach einer 3-wdchigen Heilungsperiode.
Es konnte kein Unterschied innerhalb der Gruppen festgestellt werden (p<0,9433)
(Mann-Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.4.5 Trabecular Thickness

Neben Trabekelabstand und -separierung wurde auch die Trabekeldicke
innerhalb der Frakurkalli untersucht. Sowohl nach zweiwéchiger als auch nach
dreiwdchiger Heilungsperiode konnte bei den Integrin a2-defizienten
Versuchstieren eine signifikant hdhere Trabekeldicke nachgewiesen werden.

14 Tage nach Fraktursetzung und osteosynthetischer Versorgung konnte in den
Kalli der Tiere mit Integrin a2-Defizienz eine durchschnittliche Trabekeldicke von
0,103 mm + 0,013 im Gegensatz zu 0,073 mm % 0,004 bei den Wildtypen
festgestellt werden (p<0,0286) [n = 5;4 (WT;ITA2)] (Abb 26a).
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Abb. 26a: Auswertung der Trabekeldicke nach einem Heilungszeitraum von zwei
Wochen. Es konnte ein signifikanter Unterschied zugunsten der Tiere mit Integrin a2-
Defizienz eruiert werden (p<0,0286) (Mann-Whitney-U-Test *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001)
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Kongruent zu den nach Ergebnissen der Kallusanalyse nach einer Heilungszeit
von 14 Tagen konnte nach einer dreiwdchigen Heilungsperiode ebenfalls ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der trabekuldren Dicke zugunsten der

Integrin a2-defizienten Versuchsgruppe erhoben werden (p<0,0109).

Diese wiesen eine mittlere Trabekeldicke von 0,114 mm + 0,076 im Gegensatz
zu 0,05 mm * 0,004 bei den Wildtypen auf [n = 8;5 (WT;ITA27)] (Abb. 26b).
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Abb. 26b: Auswertung der Trabekeldicke 21 Tage nach Fraktursetzung. Integrin o2-
defiziente Versuchstiere wiesen dabei etwa doppelt so dicke Trabekel wie die Wildtypen
auf  (p<0,0109) (Mann-Whitney-U-Test  *p<0,05;  **p<0,01;  ***p<0,001).

73



4 Ergebnisse

4.5 Genexpressionsanalytik

4.5.1 Ergebnisse 7 Tage nach Fraktursetzung

Mittels quantitativer realtime PCR (qPCR) wurde das Kallusgewebe 7 Tage alter
Frakturen auf die Expression von Knochenmarkergenen,
inflammationsassoziierten Cyclooxygenasen, anderen Kkollagenbindenden
Integrinen und Sox9, einem Chondrozytendifferenzierungsmarker, untersucht.
Dabei wurde die Expression der jeweiligen Gene im Gewebe des Wildtyps auf
100% oder den Faktor 1 (y = 1) festgelegt. Die Héhe der Balken auf der y-Achse
korreliert folglich mit der n-fachen Expressionsmenge der jeweiligen
Genprodukte im Integrin a2-defizienten Kallusgewebe im Vergleich zur

Genexpression im Kallusgewebe der Wildtypen.

4.5.1.1 Knochenmarkergene

Die sogenannten ,Bone markers®, oder auch Knochenmarker, wurden zur
Bestimmung der kndchernen Stoffwechselaktivitat herangezogen. Dabei zeigten
sich bei den Tieren mit Integrin a2-Defizienz bei allen Knochenmarkergenen
Tendenzen einer vermehrten Expression gegentber dem Wildtyp. Die Evaluation
des Osteoblastendifferenzierungsmarkers Runx2 ergab eine 1,99-fache (+ 1,8)
Expression im Kallus der ITA2()- Mause verglichen zur Auspragung im Wildtyp
(p<0,0781). Der Osteblastenmarker Osterix wies eine erhéhte Expression um
den Faktor 1,62 + 1,18 bei Integrin a2-Defizienz auf (p<0,2188). Auch bei der
Alkalischen Phosphatase (ALP) konnte eine Mehrexpression um das 2,62-Fache
(x2,86) bei der Knockout-Gruppe festgestellt werden (p<0,1563). Die Expression
des Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP-2) war bei der Versuchsgruppe 1,77 *
0,91 mal so hoch wie bei der Kontrollgruppe (p 0,1563) [n = 3;4 (WT;ITA2(/)]
(Abb. 27).
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Bone markers
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Abb. 27: Auswertung der Expression der Knochenmarkergene (Bone Markers) im
Kallusgewebe nach 7 Tagen Frakturheilung mittels 22ACT -Methode. Es konnte bei allen
Genen eine Tendenz zur vermehrten Expression bei der Versuchsgruppe (Balken) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (y =1) festgestellt werden (Wilcoxon-Signed-Rank-Test
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.5.1.2 Cyclooxygenasen

Bei der Quantifizierung der Cyclooxygenasen 1 und -2 konnte kein signifikanter
Unterschied in der Expression der in allen Korperzellen kontinuierlich
exprimierten COX-1 eruiert werden (Expression von ITA2(7) im Vergleich zum
WT: 0,923 £ 0,71) (p<0,6406). Die Menge des vornehmlich an inflammatorischen
Prozessen beteiligten Enzyms COX-2 war im Kallusgewebe der Integrin a2-
defizienten Tiere mit einer 1,805 + 0,89-fachen Expression jedoch signifikant
hoher (p<0,0234) [n = 3;4 (WT;ITA2)] (Abb. 28).
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Abb. 28: Evaluation der Expressionsmengen der Cyclooxygenasen COX-1 und COX-2
im Kallusgewebe nach 7-tagiger Frakturheilung mittels 224CT -Methode. Zwischen den
Gruppen konnte kein Unterschied in der Expression der COX-1 festgestellt werden (p <
0,6406). Die COX-2 zeigte jedoch eine signifikante Uberexpression im Kallusgewebe der
Tiere mit Integrin a2-Defizienz (p<0,0234) (Wilcoxon-Signed-Rank-Test *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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4.5.1.3 Kollagenbindende Integrine

Die Auswertung der Integrinexpression erbrachte keine signifikanten
Unterschiede. Wahrend sich die Mengen an Integrin a1 (ITA1) mit einer 0,912 +
0,49 -fachen (p<0,6875) und an Integrin a11 mit einer 1,067 + 0,58 -fachen
(p<0,9375) Expression der Knockout-Gruppe im Vergleich zum Wildtyp
prasentierten, wurde beim Integrin a10 mit einer 2 + 1,95 — fachen (p<0,2969)
Expression der Trend einer Uberexpression im Kallusgewebe der Tiere mit
Integrin a2-Defizienz erkennbar [n = 3;4 (WT;ITA2(9)] (Abb. 29).
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Abb. 29: Ergebnisse der Genexpressionsmessung der kollagenbindenden Integrine aft,
al10 und al1 im Kallusgewebe eine Woche nach Fraktursetzung (22A°T -Methode). Es
konnte kein Unterschied in den Mengen von al und al1, jedoch ein Trend zu einer
Uberexpression des al0-Integrins bei Integrin a2-Defizienz festgestellt werden
(Wilcoxon-Signed-Rank-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.5.1.4 Chondrozytendifferenzierungsmarker

Zur Evaluation der Chondrozytendifferenzierung wurde die Expression von Sox9
im einwdchigen Frakturkallusgewebe untersucht. Dabei konnte mit einer 1,546 +
0,98 -fachen Expression der Versuchsgruppe gegenlber der Kontrollgruppe kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p<0,7422) [n = 3;4 (WT;ITA2()]
(Abb. 30).
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Abb. 30: Auswertung der Genexpression des Chondrozytendifferenzierungsmarkers
Sox9 im Kallusgewebe mit der 2"2ACT -Methode 7 Tage nach Fraktur. Zwischen Tieren
mit Integrin a2-Defizienz und gleichaltrigen Wildypen konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (p < 0,7422) (Wilcoxon-Signed-Rank-Test *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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4.5.2 Ergebnisse 4 Tage nach Fraktursetzung

Die Evaluation der Genexpressionsanalyse nach einer Heilungsperiode von 4
Tagen lieB aufgrund der geringen Fallzahl [n = 2;1 (WT;ITA2()] lediglich eine
Interpretation im Sinne mdglicher Ergebnistrends zu. So zeigten alle
untersuchten Gene den Trend einer vermehrten Expression bei der Integrin a2-
defizienten Maus im Vergleich zum Wildtyp. Am starksten war diese in der
Expression des Integrins a11 mit einer 3,25-fachen Auspragung des Knock out-
Typs gegentber dem Wildtyp, gefolgt von einer 2,95-fachen Expression des
Osteoblastendifferenzierungsfaktors Osterix zu verzeichnen. Die Alkalische
Phosphatase (ALP) im Frakturkallus war bei den Tieren mit Integrin a2 Defizienz
2,88-mal, die Menge an Integrin a10 war 2,45-mal héher als im Kallus der
Wildtypen. Der Chondrozytendifferenzierungsmarker Sox9 zeigte eine 2,21-
fache, der Osteoblastenfaktor Runx2 eine 2,13-fache Expression. Die
Quantifizierung der Cyclooxygenase-2 (COX-2) ergab eine 1,85-fache Menge bei
der Versuchsgruppe. Das Integrin a1l kam auf eine 1,64-fache Expression. Mit
einer Auspragung vom 1,34-Fachen im Vergleich zum Wildtyp konnte bei der
Bestimmung des BMP-2 bei der Knockout-Maus kein relevanter Unterschied

eruiert werden.
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Histomorphologische Evaluation

Chondrozyten: Alcianblau und Kollagen Il und -X

Es erfolgte die histomorphologische Detektion von Knorpel/Chondrozyten mittels
Alcianblaufarbung sowie eine weitere immunhistochemische Differenzierung der
Knorpelzellen in initiale Kollagen Typ ll-positive reife Chondrozyten und Kollagen
Typ X-positive hypertrophe Chondrozyten. Interessant war hierbei der zeitliche
Verlauf. Wahrend die 0.g. Parameter bei Integrin a2-Defizienz nach 7 Tagen der
Frakturheilung, entsprechend der Phase der Formation des weichen Kallus,
signifikant erhéht waren, zeigte sich wahrend der Phase der harten
Kallusformation nach 14 Tagen ein umgekehrtes Bild zugunsten der Wildtypen.
Somit scheint das Fehlen des a2-Integrins eine friher einsetzende
Knorpelformation und somit eine schnellere Initiilerung des
Frakturheilungsprozesses zur Folge zu haben. Die Arbeitsgruppe um Lisbet
Camper lieferte bereits 1998 einen mdglichen Erklarungsansatz. Sie eruierte die
Rolle von Integrin a2 als Rezeptor des Chondroadherins, einem Mediator
zwischen der extrazellularen Matrix und den Chondrozyten, aber auch zu
Fibroblasten und Osteoblasten. Die Verwendung eines Antikdrpers gegen
Integrin a2 flhrte zu einer verminderten Bindungsfahigkeit der Chondrozyten
sowie der Fibroblasten an Chondroadherin in vitro (Camper et al., 1998). Im
Frakturmodell unter Integrin a2-Defizienz kénnte das Fehlen des Rezeptors fr
Chondroadherin und dessen Funktionsverlust in einer kompensatorischen
Uberproduktion der Bindungspartner dieses Mediators resultieren.

Mineraliserung: Masson Goldner

Entsprechend des Prinzips der enchondralen Ossifikation, bei der einer
initialen  Chondrozytenproliferation die substituelle Mineralisierung zum
Zwecke der Wiederherstellung einer harten Knochensubstanz folgt,
konnte bei den Tieren mit Integrin a2-Defizienz eine frihere und zum Ende des
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Heilungsprozesses signifikant hdhere Mineralisierung detektiert werden. Bereits
die AG Stange konnte bei den Integrin a2 defizienten Tieren eine erhdhte
Expression des Typ 1-Kollagens der Osteoblasten in vitro sowie eine
verlangsamte Knochenalterung in vivo detektieren (Stange et al., 2013). Da
bestimmte Prozesse der Knochenalterung und der Knochenheilung analog
ablaufen (Gerstenfeld et al., 2003) und die knécherne Matrix zu etwa 95% aus
Kollagen Typ 1 besteht und ein erhéhter Typ 1-Kollagengehalt gleichzusetzen ist
mit dem Grad der Ossifikation, konnten mit dieser Arbeit bisherige Erkenntnisse

verifiziert werden.

Osteoklasten: TRAP

Die histomorphologische Quantifizierung ergab einen signifikant héheren Anteil
TRAP-positiver Zellen im Frakturkallus Integrin a2 defizienter Mause. Jedoch
kann histomorphologisch keine Differenzierung zwischen knochenresor-
bierenden Osteo- und knorpelresorbierenden Chondroklasten vorgenommen
werden. Knowles et al. haben 2012 statuiert, dass zwischen beiden Zelltypen
nicht unterschieden werden kann, sodass man im Allgemeinen von ausgereiften
TRAP-positiven Osteoklasten spricht, die in der Lage sind, sowohl Knorpel- als
auch Knochenmatrix zu resorbieren (Knowles et al., 2012). Diese Ergebnisse
dieser Arbeit lassen, unter der Annahme, dass die individuelle Aktivitat der Zellen
durch eine hohe Zellzahl nicht beeintrachtigt ist, auf akzelerierte Knorpel als auch

Knochenumbauprozesse bei Tieren mit Integrin a2-Defizienz schlieBen.

Zellproliferationsmarker BrdU

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde eine Bestimmung der Zellproliferationsrate
mit dem Thymidinanalogon Bromdesoxyuridin (BrdU) nach 7-tagiger
Frakturheilung veranlasst, bei der immunhistochemisch durch Anfarben der
Zellkerne jene Zellen detektiert wurden, die sich zu dem Zeitpunkt in der S-Phase
(Synthesephase) des Zellzyklus befanden. Unerwartet wurde eine fast doppelt
so hohe Anzahl an BrdU-positiven Zellen in den Frakturkalli der Kontrollgruppe

im Vergleich zu Integrin a2-defizientem Heilungsgewebe festgestellt. Eine
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mogliche Erklarung wére, dass die initiale Migration und Proliferation der fir die
frihe Phase der Frakturheilung verantwortlichen Zellen bei Integrin a2-Defizienz
zu einem friiheren Zeitpunkt als bei der Kontrollgruppe stattfindet und die Zellen
bereits im Kallus aktiv sind. Ein anderer Erklarungsansatz wére eine indifferente
Proliferation mit gesteigerter zellularer Aktivitat bei Integrin a2-Defizienz, die sich
in den 0.g. Ergebnissen der Histologie widerspiegeln. Zur Uberpriifung der ersten
Hypothese miusste die Anzahl der BrdU-positiven Zellen zu einem friheren
Zeitpunkt der Frakturheilung, etwa nach 4 Tagen, bestimmt werden.
Untersuchungen von Popov et al. hinsichtlich des Fehlens einzelner Integrine
wahrend der Osteogenese in Zellkultur ergaben in diesem Zusammenhang, dass
das Fehlen der a2- oder al1-, nicht aber der al-Integrinuntereinheit zu einer
Reduktion der Anzahl mesenchymaler Stammzellen in Verbindung mit einer
erhdhten Permeabilitdt der Mitochondrien fihrt und konnte bei Patienten mit
Osteoporose eine verminderte Aktivitat der a2-Untereinheit eruieren (Popov et
al., 2011). Es ist jedoch auch bekannt, dass das Fehlen des a2-Integrins im
Mausmodell zu einer verlangsamten Knochenalterung fuhrt (Stange et al., 2013)
und somit dem a2-Verlust eine eher osteoprotektive Wirkung zugeschrieben wird.
Neueste Erkenntnisse aus dem Jahr 2018 weisen zudem darauf hin, dass die
Expression von Integrin a2B1 zu einer verlangsamten Zellproliferation fihrt
(Ojalill et al., 2018). Die aktuell eher ambivalente Studienlage zu diesem Thema

erfordert die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen.

Bestimmung des Gesamtkollagengehaltes (Kollagen — Assay)

Basierend auf Untersuchungen der Arbeitsgruppe Stange hinsichtlich der
Auswirkungen eines Integrin a2-Verlusts auf den knéchernen Alterungsprozess
mit signifikant héherem Kollagen Typ 1-Gehalt im Knochengewebe nativer
Femora der Knock out-Tiere, wurde in dieser Arbeit der Gesamtkollagengehalt in
Kallusgewebe einwdchiger Frakturen untersucht. Es konnte ein etwa doppelt so
hoher Gehalt an Kollagen in den Kalli Integrin a2-defizienter Tiere festgestellt
werden, wobei die verwendete enzymatisch-photometrische Methode keine
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Differenzierung der unterschiedlichen Kollagentypen erlaubte. Wahrend bei der
Untersuchung des nativen reifen Knochens, der zu 95% aus Typ-I-Kollagen
besteht, die Menge des Gesamtkollagens mit dem Gehalt an Kollagen Typ | etwa
gleichzusetzen ist, weist der Frakturkallus, der dynamischen Umbauprozessen
unterliegt, in den jeweiligen Frakturheilungsphasen unterschiedliche
Zusammensetzungen des Gesamtkollagens auf. So besteht der friihe Kallus
nach 7 Tagen (Phase der weichen Kallusformation) zu groBen Teilen aus
proliferativen Chondrozyten, die Kollagen Typ Il sezernieren, spater aus dem
Kollagen Typ X der hypertrophen Chondrozyten und wahrend der Phase der
harten Kallusformation, nach etwa 14 Tagen, aus dem Kollagen Typ I|-haltigen
Osteoid  (Gerstenfeld et al., 2003). Die hier durchgeflihrte
Gesamtkollagenbestimmung der einwdchigen Frakturkalli I1&sst somit auf erhéhte
Expressionen der Kollagene des Typs Il und auch X schlieBen, was mit den in
dieser Arbeit durchgeflhrten immunhistochemischen Untersuchungen mittels
Kollagen II- und -X-Antikérpern Gbereinstimmt. Da eine osteoblastére Kollagen
Typ I-Synthese zum untersuchten Zeitpunkt (7 Tage nach Fraktur) noch nicht
suffizient vorliegt, kann die Analyse dieses Kollagens erst in einer spateren
Phase der Frakturheilung (ab 14 bis 21 Tagen) erfolgen und sollte Bestandteil

zukUnftiger Analysen sein.

Untersuchungen der Knochenstruktur (Mikro-CT)

Mit der bildgebenden Analyse der Knochen- und Kallusmorphologie mittels
Mikro-CT (uCT) konnten die bereits durch die histomorphologische
Quantifizierung der mineralisierten Kallusfliche (Masson Goldner) erhobenen
Ergebnisse durch ein weiteres objektives und standardisiertes Verfahren
bestatigt werden. Da die Frakturkalli Integrin o2-defizienter Versuchstiere
insgesamt einen hdheren Anteil mineralisierten Gewebes aufweisen, ist die
gréBere Knochenoberflache der Wildtypen nur mit einer unterschiedlichen
Morphologie der knéchernen Struktur innerhalb der beiden Gruppen zu erklaren.
Ein ahnliches Ergebnis hinsichtlich des Trabekelabstandes nach 14-tagiger
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Frakturheilung, wie in dieser Arbeit vorliegend, lieferte die Arbeitsgruppe Stange
bei der Untersuchung des Trabekelabstandes nativer Wirbelkérperknochen 4
und 12 Monate alter Versuchstiere. Dort konnte ein erhdhter trabekularer
Abstand bei Tieren mit Integrin a2-Defizienz eruiert werden (Stange et al., 2013).
Die hier vorliegende Studie konnte jedoch keinen Unterschied des

Trabekelabstandes nach 21 Tagen aufzeigen.

Morphologische Differenzen ergaben sich somit in einem gréBeren trabekularen
Abstand sowie einem héheren Grad der Mineralisierung des heilenden Kallus,
der mit einem insgesamt dickeren Trabekelwerk bei geringem Oberflachen-
Volumen-Verhaltnis des Knochens bei Integrin a2-Defizienz einhergeht. Welche
Relevanz jene Unterschiede bei der kndchernen Stabilitat nach 14 und 21 Tagen
der Frakturheilung haben, muss in weiteren Untersuchungen der Biomechanik
eruiert werden. Die Anordnung und Morphologie der Trabekel spielt bei der
ossaren Statik eine entscheidende Rolle. Erwartungsgemaf sollten die
kndchernen Trabekelstrukturen in einem physikalisch glnstigen Verhéltnis
stehen, um einer vertikalen Druckbelastung sowie Zug- und Scherkraften
wahrend der plantaren Belastung standzuhalten. Kummer beschrieb bereits im
Jahr 1956 dieses Konzept der Spannungstrajektorien, nach dem das
Ubergeordnete Ziel zum Erreichen der Stabilitét die Biegefreiheit aller beteiligten
Konstituenten sei, die durch deren parallele Anordnung zu den Druck- und

Zugspannungslinien erreicht werden kénne (Kummer, 1956).

Untersuchung der Genexpression (quantitative real-time PCR)

Knochenmarkergene (bone-markers): Runx2, Osterix, BMP-2, ALP

Molekulargenetische Untersuchungen der Genexpression einzelner, an der
osteogenen Differenzierung nach 7 Tagen Heilungszeit beteiligten Faktoren, den
sogenannten ,bone markers“ wie Runx2, Osterix, ALP sowie BMP2, erbrachten
bei allen Knochenmarkern den Nachweis einer erhfhten Expression beim
Knockout-Typ gegenltber dem Wildtyp und liefern somit einen mdéglichen
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Erklarungsansatz far die beschleunigte Frakturheilung im Rahmen einer

akzelerierten Osteoblastendifferenzierung.

Runx2 agiert als Osteoblastendifferenzierungsmarker und wird in kondensierten
mesenchymalen Stammzellen exprimiert, die sich von
Osteochondroprogenitorzellen abgrenzen und sich zu Vorlaufer-Osteoblasten
differenzieren (Sinha, Zhou, 2013). In dieser Arbeit konnte eine Erhéhung der
Runx2-Expression im einwdchigen Frakturkallus Integrin a2-defizienter
Versuchstiere eruriert werden. Eine Uberexpression von Runx2 kann somit einen
moglichen Erklarungsansatz fir eine akzelerierte Knochenheilungstendenz
liefern. Dass dieser Faktor essenziell fir die osteogene Differenzierung ist, haben
bereit Komori et al. im Jahre 1997 gezeigt, indem sie Mause mit heterozygotem
Runx2+--Genotyp  ziichteten, die einen veradnderten Phanotyp mit
hypoplastischen Claviculae und Nasenbeinen sowie eine verspatete
Verknécherung der Schadelknochen aufwiesen (Komori et al., 1997). Einen
Schritt weiter ging dieselbe Arbeitsgruppe im gleichen Jahr gemeinsam mit Otto
et al., indem der Versuch einer homozygoten Anzucht unternommen wurde,
denen das Runx2-Gen komplett fehlte. Der Runx2/-Genotyp starb jedoch direkt
nach der Geburt und zeigte keine Formation osséren Gewebes, allerdings eine
intakte chondrogene Entwicklung (Komori et al. 1997, Otto et al., 1997). Als
weiterer Mediator der osteogenen Differenzierung gilt der Faktor Osterix, der in
enger Interaktion mit Runx2  steht. Nach Stimulation  der
Osteochondroprogenitorzellen in Praosteoblasten durch Runx2 erfolgt in diesen
Zellen die Expression von Osterix, wodurch sich die Vorlauferblasten in reife
funktionelle Osteoblasten und letztendlich in ortsstandige Osteozyten
differenzieren (Sinha, Zhou, 2013). In dieser Arbeit konnte auch bei diesem
Knochenmarker im Kallus der Versuchsgruppe im Vergleich zum Wildtyp eine
Tendenz der Uberexpression nachgewiesen werden, was mit den vorherigen
Ergebnissen, insbesondere mit der erh6hten Expression von Runx2 als Mediator
der Osterixproduktion kongruent ist. Eine weitere wichtige Rolle im Prozess der
enchondralen Ossifikation werden den BMPs (Bone Morphogenetic Proteins)
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zugeschrieben. Cho et al. konnten flirr verschiedene Mitglieder der BMPs als
Mitglieder der TGFB-Familie unterschiedliche Expressionsmaxima wahrend der
Frakturheilung am Mausmodell eruieren. So konnte fir das BMP-2 eine erhdhte
Aktivitat innerhalb der ersten Woche nach Frakturierung nachgewiesen werden
(Cho, Gerstenfeld, Einhorn, 2002; Gerstenfeld et al., 2003). Auch in dieser Arbeit
konnte nachgewiesen werden, dass die Expression des BMP-2 nach 7 Tagen bei
Integrin a2-Verlust erhdht ist. Bereits 1965 hatten Urist et al. die Rolle der BMPs
als Induktoren der enchondralen Ossifikation erkannt, indem sie Extrakte aus
demineralisiertem Knochen verwendeten, um die ektope Chondro- und
Osteogenese zu induzieren. Jene Fraktion demineralisierter Knochenmatrix
nannte Urist Bone Morphogenetic Protein (BMP) (Urist, 1965). Matsubara et al.
haben herausgefunden, dass BMP-2 die Expression von Osterix Uber
verschiedene Signalwege, unter anderem unter Beteiligung von Runx2, stimuliert
(Matsubara et al., 2008). Auch klinisch konnte dem BMP-2 bereits ein Nutzen
zugesprochen werden. In Studien der Biomechanik und der Zellhistologie am
Rattenmodell konnten Schmidmaier et al. eine Zunahme der knéchernen
Stabilitat und einen beschleunigten Frakturheilungsprozess bei jenen Frakturen
feststellen, die mit BMP-2-beschichteten Titaniumimplantaten stabilisiert wurden
(Schmidmaier et al., 2002). Zudem fungiert BMP-2 als Induktor der Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase (ALP) in Fibroblasten. ALP wird sowohl im Knochen
als auch im kalzifizierenden Knorpel in der frihen Entwicklung exprimiert und in
Matrixvesikeln gespeichert. In der spateren Osteogenese steigt die Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase und somit auch die lokale Konzentration
anorganischen Phosphats, das gemeinsam mit Kalzium den Hydroxylapatitanteil
der knéchernen Matrix ausmacht (Golub et al., 2007). Im Mausmodell wurde die
héchste Expression von ALP nach einem Frakturheilungszeitraum von 14 Tagen
gemessen, der mit der Formation des harten Kallus und dem Ersatz von
kalzifiziertem Knorpel durch Geflechtknochen den aktivsten Zeitraum des
kndchernen Umbaus darstellt (Einhorn, 1998). Analog dazu konnte in dieser
Arbeit eine gesteigerte ALP-Expression in den Kalli einwdchiger Frakturen
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Integrin a2-defizienter Versuchstiere detektiert werden. Anlehnend an die oben
genannten Ergebnisse von Einhorn und basierend auf den in dieser Arbeit
erhobenen Resultaten der Histologie mit Masson Goldner sowie des Micro-CTs,
ist im nachsten Schritt die Untersuchung der Genexpression der alkalischen
Phosphatase im 14 Tage alten Frakturkallus anzustreben.

Marker der chondrozytaren Differenzierung: Sox9

Bei der quantitativen Bestimmung des Chondrozytendifferenzierungsmarkers
Sox9 konnte bei Integrin a2-Defizienz eine Tendenz zur Uberexpression
gegentber dem Wildtyp eruiert werden. Exprimiert in proliferativen, jedoch nicht
in hypertrophen Chondrozyten, induziert dieser Faktor die Produktion von
Kollagen Typ Il in Zellen der Wachstumsfuge. Wahrend Sox9 einerseits die
Entwicklung zu hypertrophen Chondrozyten inhibiert, tragt andererseits Runx2
zu deren Differenzierung bei (Smits et al, 2004; Lefebvre und Smits 2005). Eine
komplette Deletion von Sox9 fuhrt zudem zu einer fehlerhaften Chondrogenese
im Sinne chondrodysplastischer Veranderungen beim Mausembryo (Akiyama et
al., 2002). Da jedoch dem Vorgang der Chondrozytendifferenzierung ein
hochkomplexer Mechanismus zugrunde liegt und Sox9 nicht als einziger Induktor
der Chondrogenese gesehen werden kann, musste ein anderer
Erklarungsansatz fir die in dieser Arbeit eruierten Ergebnisse einer
chondrozytaren Uberexpression gefunden werden. Hartmann und Tabin konnten
dazu im Jahr 2000 eine beschleunigte Differenzierung der Chondrozyten bei
Hihnerembryonen durch die B-Catenin-vermittelte Expression von Wnt-4
feststellen (Hartmann und Tabin, 2000). Nicht nur bei der chondrogenen
Entwicklung kénnte der Wnt/B-Catenin-Signalweg Aufschluss Uber die in dieser
Arbeit erhobenen Resultate geben. Auch in Osteoblasten und Praosteoblasten
konnte Uber diese Signalkaskade die Aktivierung von BMP2 nachgewiesen
werden (Zhang et al., 2013). Die Komplexbildung der Smads mit B-Catenin flhrt
auBerdem Uber die Aktivierung von Smadi und Smad5 zur Induktion der BMP-
Signaltransduktion und somit zu einem Progress der enchondralen Ossifikation
(Edlund et al., 2005; Retting et al., 2009). Neueste Erkenntnisse aus dem Jahr
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2017 zeigen zudem, dass eine Uberexpression des Integrins a2 in
mesenchymalen  Stammzellen zu einer verzbgerten osteoblastéaren
Differenzierung fihrt. Zudem konnte in diesem Zusammenhang die inhibitorische
Wirkung des Integrins a2 auf den p-Catenin-Signalweg dargelegt werden (Ren
et al., 2017). Somit kann bei Fehlen dieses Integrins von einer ausbleibenden
Inhibition des B-Catenin-Pathways und von einer Induktion der oben genannten,
auf den Knochenstoffwechsel positiv einwirkenden Faktoren ausgegangen

werden.

Inflammationsmarker: Cyclooxygenase-1 und -2 (COX-1, COX-2)

Anlehnend an klinische Erfahrungen sowie wissenschaftlich belegte Studien, die
eine verzOgerte Frakturheilung unter der Einnahme nicht-steroidaler
Antirheumatika darlegen, wurde in dieser Arbeit die Expression der
Cyclooxygenasen-1 und -2 untersucht. Butcher et al. haben bereits 1996 eruiert,
dass Tibiafrakturen  jener  Patienten, die zur  Schmerz- und
Entziindungshemmung mit NSAIDs (=NSARs) behandelt wurden, im Schnitt
sechs bis sieben Wochen langer fir die Heilung bendtigten als die Frakturen
derer, die nur ein Placebo erhalten hatten (Butcher und Marsh, 1996). Zudem
kénnen Inhibitoren der COX-2 eingesetzt werden, um einer heterotopen
Ossifikation nach Huftgelenksersatz vorzubeugen (Grohs et al., 2007). Im
Rattenmodell konnte gezeigt werden, dass Frakturen jener Tiere, die taglich den
unselektiven COX-Hemmer Indometacin erhalten hatten, einer verzdgerten
Heilung und einer geringeren Kallusbildung unterlagen (Rg et al., 1976). In dieser
Studie konnte in der gPCR eine Mehrexpression der Cyclooxygenase-2 in 7 Tage
alten Frakturkalli Integrin a2-defizienter Tiere detektiert werden. Auch die
immunhistochemische Untersuchung erbrachte den Nachweis einer etwa doppelt
so hohen Anzahl COX-2-positiver Zellen im 7-tdgigen Frakturkallus der
Knockout-Gruppe. Wahrend sich COX-2 nach einwéchiger Heilung vorwiegend
intrazellular in den Chondrozyten hat nachweisen lassen, konnte es nach 14
Tagen Uberwiegend extrazellular nachgewiesen werden. Quantitativ zeigte sich
nach zwei Wochen Heilungsprozess zudem kein Unterschied im COX-2-Gehalt
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des Kallus. Diese Ergebnisse gehen konform mit den Erkenntnissen von Naik et
al.. Die Arbeitsgruppe hatte eruiert, dass die Menge der Cyclooxygenase-2 nach
einer Fraktur nach 5 Tagen am hdchsten ist und dass die COX-2-Expression
zunachst in den frihen Knorpelvorlauferzellen stattfindet (Naik et al., 2009). Da
COX-2 uber die Synthese der Prostaglandine zu einer Stimulation der Chondro-
sowie der Osteogenese fihrt (Naik et al., 2009; Kawaguchi et al., 1995), kénnte
die Uberexpression der Cyclooxygenase-2 ein méglicher Erklarungsansatz fiir
eine beschleunigte Frakturheilung sein. Ausgehend von den Ergebnissen von
Naik et al. sollte im nachsten Schritt eine Untersuchung der Genexpression nach
etwa 4-5 Tagen erfolgen, um ein mdgliches Expressionsmaximum der COX-2 zu
detektieren.

Kollagenbindende Integrine: Integrin 1, Integrin 10 und Integrin 11

Ausgehend von der Vermutung, dass ein, flir den Funktionserhalt des
Organismus notwendiger, Kompensationsmechanismus flir das Fehlen eines
Bindungspartners eine Mehrexpression eines anderen Partners derselben
Familie sein kann, wurde in dieser Arbeit eruiert, inwiefern ein Fehlen des
Integrins a2 die Expressionsmengen der anderen Kkollagenbindenden
Untereinheiten a1, a10 wund al11 beeinflusst. Somit konnte auf
Genexpressionsebene gezeigt werden, dass ein a2-Verlust zu einer
Uberexpression der a10-Untereinheit fiihrt. Es ergaben sich jedoch innerhalb der
Vergleichs- und der Kontrollgruppe keine Unterschiede der Expressionsmengen
der al oder ali-Untereinheiten. Bengtsson et al. haben im Jahr 2005 die
Auswirkungen eines homozygoten Integrin al10-Verlustes auf den
Mausorganismus untersucht und konnten bei diesen Tieren eine defizitéare
Knorpelentwicklung im Sinne einer milden Chondrodysplasie mit reduzierter
Chondrozytenproliferationsrate detektieren (Bengtsson et al., 2005). Hinsichtlich
der in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse erlaubt dies die Vermutung, dass im
Umkehrschluss die hier vorliegende Mehrexpression der a10-Untereinheit bei
den Integrin a2-defizienten Tieren zu einer Stimulation der Chondrogenese flhrt

und liefert somit einen maoglichen Erklarungsansatz fir die akzelerierte
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Frakturheilung. Trotz struktureller Ahnlichkeiten der al- und funktioneller
Kongruenz der al1- zur a2-Untereinheit sind die Expressionsmengen dieser
Einheiten im einwdchigen Frakturkallus im Vergleich zum Wildtyp nicht verandert.
Es ist bekannt, dass sich eine Integrin a1-Defizienz sowohl in einer verminderten
Kallusgr6Be als auch in einer gestdérten murinen Knorpelsynthese aufBert
(Ekholm et al., 2002). Trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeit untereinander
unterscheiden sich al- und o2-Integrine jedoch hinsichtlich ihrer kollagenen
Bindungsaffinitaten. Wahrend die a2-Untereinheit bevorzugt an das Typ I-
Kollagen der Knochenmatrix bindet, liegt bei der al1-Einheit eine hohe Affinitat
zum Typ IV-Kollagen der Basalmembran vor (Heino, 2000).

Eine Uberexpression des a1-Integrins htte folglich funktionell keinen effizienten
Nutzen hinsichtlich des Kollagen-I-Metabolismus erbracht.
Die a11-Untereinheit besitzt zwar eine ahnliche Ligandenspezifitat wie a2, bindet
aber mit geringer Affinitdt an seine Liganden (Zhang et al., 2003). Somit
hatte diese Einheit eine fehlende a2-Untereinheit in der Theorie kompensieren
kénnen. Tiger et al. haben bereits die multifunktionelle Rolle der Integrin a11-
Untereinheit in der Erkennung wund der Organisation interstitieller
Kollagenmatrizes wéhrend der murinen embryonalen Entwicklung erkannt (Tiger
et al., 2001). Da zudem gezeigt werden konnte, dass bei der Frakturheilung
einige Schritte und Signalwege aquivalent zu jenen der Embryogenese
durchlaufen werden (Sandberg et al., 1993; Vortkamp et al., 1998), ware die
Untersuchung des Einflusses einer Integrin a11-Defizienz auf den Prozess der

Knochenheilung ein weiterer interessanter Forschungsansatz.
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Ausblick: Die Integrin a2p1-Inhibition in der Klinik

Diese Studie zeigt auf, dass das Fehlen des a2B1-Integrins eine akzelerierte
murine Frakturheilung sowie eine verdnderte Knochenarchitektur mit
verbreiterten Trabekeln zur Folge hat. Wird dieses Modell auf den Menschen
Ubertragen, kdnnte die Hemmung dieses Integrins besonders in der Orthopadie
und Unfallchirurgie, aber auch in der geriatrischen Versorgung klinische
Anwendung finden. So kénnten Frakturen, die schneller heilen, unter Umstanden
friher belastet und somit eine frihere Mobilisation und kirzere
Krankenhausverweildauer der Patienten erreicht werden. Des Weiteren kann die
Inhibition von Integrin a2B1 als Therapieansatz der Osteoporose gesehen
werden, da neben einer vermehrten Mineralisierungstendenz wéahrend der
Frakturheilung auch eine verlangsamter Knochenabbau im Prozess der
Knochenalterung beschrieben wurde (Stange et al., 2013).
Einen Ansatz dazu lieferte bereits die Arbeitsgruppe um Funahashi im Jahr 2002
mit dem Angiogeneseinhibitor E7820. Dieses Sulfonamidderivat inhibiert die in-
vitro-Proliferation von menschlichen HUVEC (human umbilical vascular
endothelial cell) und fihrt zu einem Funktionsverlust verschiedener Integrine,
insbesondere der a2-Untereinheit (Funahashi et al., 2002).

Limitationen dieser Arbeit

Auch hinsichtlich der experimentellen Methodik ergaben sich in dieser Studie
Limitationen. So war histomorphologisch und immunhistochemisch keine direkte
Quantifizierung der Osteoblasten im Frakturkallus moglich. Eine direkte
Anfarbung der Paraffinschnitte mittels Alkalischer Phosphatase (ALP) oder
Osterix war nicht erfolgreich, sodass mittels Masson-Goldner-Trichrom-Farbung
die indirekte Osteoblastenaktivitait anhand der mineralisierten Kallusflache
bestimmt werden konnte. Mégliche Fehlerquellen kénnen eine inkorrekte
Durchfihrung, fehlerhafte Materialien oder die Fixierung, Entkalkung und
anschlieBende Paraffineinbettung der Proben beinhalten.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war die Evaluation der Rolle des Integrins a2f1 wahrend des
murinen Frakturheilungsprozesses. Dafiir wurden die linken Femora 14 Wochen
alter Mauseweibchen frakturiert, mittels intramedullarem Implantat stabilisiert und
zu definierten Zeitpunkten entsprechend der Phasen der murinen Frakturheilung
untersucht. Die Ergebnisse zeigten ein akzeleriertes Durchlaufen der
Heilungsphasen im Sinne eines gesteigerten Remodelings bei Integrin a2f31-

Defizienz.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass der Kollagenrezeptor
Integrin a2B1 eine essenzielle Rolle wahrend der Frakturheilung einnimmt. Das
Fehlen dieses Rezeptors fuhrt zur friheren Rekrutierung von Zellen, die flr die
Bildung des Frakturkallus und dessen Umbau zustandig sind. Es kommt zu einem
akzelerierten Aufbau des knorpeligen Frakturkallus. Vermehrte Expressionen
osteoblastarer Differenzierungsmarker fihren zu einer friheren Mineralisierung.
Es ergaben sich ebenfalls Ubereinstimmungen mit der Literatur hinsichtlich einer
veranderten knéchernen Architektur. Die Studie konnte zudem eine vermehrte
Expression der COX-2 im einwéchigen Frakturkallus aufzeigen. Da
Prostaglandinen eine chondro- sowie osteogene Wirkung mit positivem Einfluss
auf die Differenzierung von Knorpel- und Knochenzellen zugeschrieben wird, ist
anzunehmen, dass auch eine Mehrexpression der COX-2 zu den erlangten
Ergebnissen geflihrt hat.

Die Inhibition des a2B1-Integrins liefert somit auch einen klinisch interessanten
Ansatz bei der Therapie von Frakturen oder Osteoporose. Werden bisher
erlangte Erkenntnisse auf die Anwendung am Menschen Ubertragen, kénnten
Patienten durch die Blockade dieses Kollagenrezeptors mit konsekutiv
akzelerierter Frakturheilung von einer kirzeren Krankenhausverweildauer und
einem friheren Erlangen ihrer Mobilitdt und ihrer Selbststandigkeit im Alltag
profitieren. Da ebenfalls ein auf den Knochenabbau negativ wirkender Einfluss
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6 Zusammenfassung

bekannt ist, kdénnten Integrin o2-Inhibitoren ebenfalls zur Therapie der
Osteoporose eingesetzt werden, um den kndchernen Alterungsprozess zu

verlangsamen.
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E
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FGF-2
GFOGER
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Abbildung

Alkalische Phosphatase

anterior-posterior
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Beta-2 Mikroglobulin

Bone Morphogenetic Protein

Bromdesoxyuridin

Bovines Serum Albumin

Bone Surface / Bone Volume

Bone Volume / Tissue Volume
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Runt-related transcription factor 2 (=Runx2)
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cyclization recombination / causes recombination
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Cyclooxygenase-2
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TNF-a
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Hydrogenchlorid (Salzsaure)

human umbilical vascular endothelial cell

Integrin alpha 2

locus of X-over P1

Zellinie muriner osteoblastarer Vorlauferzellen
Macrophage colony-stimulating factor
Mikro-Computertomograph (MicroCT)
messenger RNA

Matrixmetalloprotease

Natriumchlorid (Kochsalz)

Osterix

Peroxidase-Anti-Peroxidase

Phosphate-buffered saline

Platelet-derived growth factor
Bestimmtheitsmalf3, Determinationskoeffizient
Receptor Activator of NF-kB Ligand
Arginin-Glycin-Asparaginsaure
Guanidin-Thiocyanat Lysepuffer

Ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

Region of interest

Reverse Transkriptase

Realtime-quantitative Polymerase Chain Reaction
Sma (Small body size); MAD (Gen der Taufliege)
SRY-Box 9 (Sex-determing Region of Y)-Box 9 Protein
Tris-buffered saline

Transforming growth factor beta
Tumornekrosefaktor alpha

Tartrat resistant acid phosphatase

Trabecular Number
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8 Abkilrzungsverzeichnis

Tr.Sp.
Tr.Th.
UE
VEGF
vWF
WT

Trabecular Separation

Trabecular Thickness
Untereinheit

Vascular endothelial growth factor
von-Willebrand-Faktor

Wilidtyp
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11 Anhang

11 Anhang

11.1 Protokoll 1: Masson-Goldner-Trichrom

11.
12.

13.

© N kD

Masson-Goldner Trichrom — Farbung (MERCK)

Ergebnis

Zellkerne

Zytoplasma, Muskulatur
Bindegewebe
mineralisierte Flache
Osteoid

saure Mucosubstanzen

Vorbereitung
Weigert's Hamatoxylin ansetzen
Essigsaure 1% ansetzen

Durchfiihrung
Entparaffinierung:

Weigert's Hamatoxylin
Leitungswasser |
Leitungswasser I
Essigsaure 1%
Azophloxin
Essigsaure 1%
Phosphorwolframsaure-Orange G
Essigsaure 1%
Lichtgriin

Essigsaure 1%
Entwassern:

Eindeckeln in Eukitt

dunkelbraun bis schwarz
ziegelrot

grin

leuchtend griin

rot

grin

1Teil A+1Teil B

Xylol 3 x5 Min
EtOH 100% 2 Min
EtOH 96% 2 Min
EtOH 80% 2 Min
EtOH 70% 2 Min

5 Min

kurz spulen
flieBend wéssern 10 Min

30 s spulen

10 Min

30 s spilen

1 Min

30 s spilen

2 Min

30 s spulen
EtOH 70% 30 s spllen
EtOH 96% 30 s spllen
EtOH 100% 2 x 2 Min
Xylol 2 x5 Min
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11.2 Protokoll 2: Alcianblau

O NV e WN

Alcianblau-Farbung nach Mowry

Farbstoffe
Alcianblau: 1 g Alcianblau 8 GS in 100 ml 3% Essigsaure l6sen.
Den pH auf 2,5 einstellen und L&sung vor Gebrauch filtrieren.

Kernechtrot-Ldsung: 0,1 g Kernechtrot + 100 ml 5% wéssrige Aluminiumsulfatldsung
hei3 16sen und vor Gebrauch filtrieren

Durchfiihrung
Entparaffinieren: Xylol 3 x5 Min
EtOH 100% 2 x 2 Min
EtOH 96% 2 Min
EtOH 80% 2 Min
EtOH 70% 2 Min
Aqua dest. 2 Min
Essigsaure 3% 3 Min
Alcianblau 30 Min
Essigsaure 3% kurz spulen
Leitungswasser 2 Min
Kernechtrot-Lésung 5 Min
Spiilen mit Aqua dest. 3 Min
Entwéassern: EtOH 96% 2 Min
EtOH 100% 2 x 3 Min
Xylol 2 x5 Min

Eindeckeln in Eukitt

pH-Modifikationen:

Alcianblau pH 2,5 (in Essigsaure 3%): Sulfat- und Carboxygruppen
Alcianblau pH 1 (gelést in 0,1N HCI):  Sulfatgruppen
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11.3 Protokoll 3: Tartrat Resistente Saure Phosphatase

TRAP (Tartrat Resistant Acid Phospatase) - Farbung
Acid Phosphatase, Leukocyte-Kit (387 A, SIGMA-ALDRICH)

Ergebnis

Tartratresistente saure Phosphatase magentarot bis violett
(im Paraffinschnitt des Kallus werden hauptsachlich Osteoklasten angefarbt)

Durchfiihrung
1. Entparaffinierung: Xylol 3 x5 Min
EtOH 100% 2 x 2 Min
EtOH 96% 2 Min
Aqua dest. 2 Min
2. Farbelésung 1 ansetzen und auftragen
150pl / Schnitt ddH20 1,125 ml  2,25ml 4,5 ml
Naphtol 12,5 pl 25l 50 pl
Acetat 50 pl 100 pl 200 pl
Tartrat 25 pl 50 pl 100 pl
3. Inkubation 37°C 1h
4. Farbelésung 2 vorbereiten

0,5 ml Fast Garnet GBC + 0,5 ml Sodiumnitrite 30s vortexen und 2 Min stehen lassen

5. Féarbelésung 2 (10 pl / Schnitt) auf die Schnitte pipettieren und durchmischen

6. Inkubation (Farbeschritt) 37°C 5 Min

7. Farbung mit Aqua dest. stoppen

8. Ggf. Kerngegenfarbung mit Hamatoxylin (1:1 mit A.d.) 30s

9. Leitungswasser flieBend wassern 10 - 15 Min
10. Aqua dest. 5 Min
11. In wassrigem Milieu eindeckeln (z.B. Aquatex)
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11.4 Protokoll 4: Anti-BrdU

—_ -

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

S i R L U o o

Anti-BrdU Immunhistochemie
PAP-Methode

Vorbereitung
Verdiinnungslésung (Stock-L&sung, 10-fach konzentriert) fir 1. AK (BrdU) herstellen:

3600 ul TBS
+ 400 mg BSA
+ 18 pl Tween 20
zur AK-Verdiinnung den Stock auf 1-fache Konzetration mit TBS verdlinnen

Durchfiihrung
Erster Tag
. Entparaffinieren: Xylol 3 x5 Min

EtOH 100% 2 Min
EtOH 96% 2 Min
EtOH 80% 2 Min
EtOH 70% 2 Min
Aqua dest. 2 Min

TBS 3 x 5 Min

3% H202 in Methanol 37°C 10 Min

TBS 3 x 5 Min

2N HClI 37°C 15 Min

TBS 3 x5 Min

100 pl Trypsin 1x 37°C 20 Min

TBS 3 x5 Min

10% BSA RT 30 Min

Nur abgieBBen

1. AK anti-BrdU 1:2000 4°C Uber Nacht

Zweiter Tag

TBS 3 x5 Min

2. AK horse anti-mouse biot.  1:500 1h

30 Min vorher Peroxidase-Reagenz ansetzen: 1 Trpf A + 1 Trpf B in 5ml TBS (Dako)

TBS 3 x 5 Min

Peroxidase-Reagenz RT 30 Min

TBS

DAB-Substrat: 1 Tbl. Silber + 1 Tbl Gold in 1Tm| A.dest I6sen, 2 Min stehen lassen
Farbeschritt: DAB-Substrat auf Schnitt pipettieren, Sichtkontrolle!
Abstoppen mit A. dest.



11 Anhang

19. Ggf. Gegenfarbung
20. Entwassern:

21.

Eindeckeln mit Eukitt

EtOH 70%
EtOH 80%
EtOH 90%
EtOH 10 %
Xylol

kurz
kurz

2 Min

2 Min

3 x5 Min
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11.5 Protokoll 5: Anti-COX-2

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.

© 0N WD

Anti-COX-2 Immunhistochemie
PAP-Methode

Durchfiihrung
Erster Tag
. Entparaffinieren: Xylol 3 x5 Min

EtOH 100% 2 Min
EtOH 96% 2 Min
EtOH 80% 2 Min
EtOH 70% 2 Min
Aqua dest. 2 Min

TBS 3 x 5 Min

3% H202 in Methanol 37°C 10 Min

TBS 3 x 5 Min

100l Trypsin 1x 37°C 20 Min

TBS 3 x 5 Min

10% horse serum RT 30 Min

Nur abgieBen

1. AK anti COX-2 1:200 4°C Uber Nacht

Zweiter Tag

TBS 3 x 5 Min

2. AK horse anti-mouse biot. 1:200 1h

30 Min vorher Peroxidase-Reagenz ansetzen: 1 Trpf A + 1 Trpf B in 5ml TBS (Dako)

TBS 3 x 5 Min

Peroxidase-Reagenz RT 30 Min

TBS

DAB-Substrat: 1 Tbl. Silber + 1 Tbl Gold in 1ml A.dest I6sen, 2 Min stehen lassen
Farbeschritt: DAB-Substrat auf Schnitt pipettieren, Sichtkontrolle!

Abstoppen mit A. dest.

Ggf. Gegenfarbung

Entwassern: EtOH 70% kurz
EtOH 80% kurz
EtOH 96% 2 Min
EtOH 100% 2 Min
Xylol 3 x5 Min
Eindeckeln mit Eukitt

Vi
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11.6 Protokoll 6: Anti-Kollagen Il und -X

© oo N

19.

ook wn

Anti-Kollagen Il und -X Immunhistochemie
PAP-Methode

. Entparaffinieren:

TBS

Protease XXIV 0,05%

TBS

Hyaluronidase

TBS

Blocksolution der endogenen Peroxidase
(Dako)

TBS

1. AK mouse anti-Collagen (II/X)
50 ul / Schnitt

1:25

. 1. AK auf den Schnitt pipettieren
. TBS

Streptavidin-HRP-Gebrauchslésung auf den

. Schnitt pipettieren

TBS
Substratlsg. (DAKO Liquid Substrat System)

. Substratldsung auf Schnitt pipettieren
. Abstoppen mit A. dest.

Ggf. Gegenfarbung mit Methylgrin
1:4in A. dest.

. Entwéssern:

Eindeckeln mit Eukitt

Xylol

EtOH 100%
EtOH 96%
EtOH 80%
EtOH 70%
Aqgua dest.

37°C

37°C

3 x 5 Min
2 Min

2 Min

2 Min

2 Min

2 Min

3 x5 Min
10 Min

3 x5 Min
90 Min

3 x 5 Min

5 Min
3 x5Min

2 pl AK (Collagen Il oder Collagen X)
2 pl Biotinylierungsreagenz

in 48 pl A. dest
RT 15 Minuten
2 ul Blocklésung zugeben
RT 15 Min

3 x5Min
RT 15 Min

3x 5 Min
1 Tropfen auf 1 ml

kurz
EtOH 70% kurz
EtOH 80% kurz
EtOH 96% 2 Min
EtOH 100% 2 Min
Xylol 3 x5 Min

VI
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11.7 Protokoll 7: Extraktion von RNA aus Gewebe

Extraktion von RNA aus Gewebe
RNeasy® Mini Kit (QIAGEN)

1. Working Solution vorbereiten:
4 Teile Ethanol (96-100%) zu RPE-Puffer hinzugeben

2. Fr jede Probe:
1 Teil Ethanol (70%) zu 1 Teil Gewebslysat hinzugeben

3. 700 pl einer Probe auf eine Filtersaule in einem 2 ml Sammelgefal geben.
Fir 15 Sekunden bei 8000 x g zentrifugieren. Den Uberstand verwerfen.

4. DNase-Verdau:
1. 350 pl RW1-Puffer auf die Filtersaule geben.
15 Sekunden bei 8000 x g zentrifugieren. Den Uberstand verwerfen.
2. 10 pl DNase | Stockldésung mit 70 ul RDD-Puffer mischen. Kurz zentrifugieren.
3. 80 pl DNase | Inkubationsmix direkt auf die Filtersdulenmembran geben.
Fir 15 Minuten bei 20-30°C inkubieren.
4. 350 ul RW1-Puffer auf die Filtersaule geben.
15 Sekunden bei 8000 x g zentrifugieren.

5. 500 pl RPE-Puffer auf die Filtersaule geben. 15 Sekunden bei 8000 x g zentrifugieren.
6. 500 pul RPE-Puffer auf die Filtersdule geben. 2 Minuten bei 8000 x g zentrifugieren.

7. Die Filtersaule in einem neuen 1,5 ml SammelgeféaB platzieren.
50 ul RNase-freies Wasser auf die Saule geben. 1 Minute bei 8000 x g zentrifugieren.

8. Extrahierte RNA sofort verwenden oder bei -80°C einfrieren

VI
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11.8 Protokoll 8: cDNA-Synthese aus RNA

cDNA-Synthese aus RNA
High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems)

1. RNA-Gehalt (ug RNA / ml Probe) photometrisch bestimmen

2. Fir 1 pg cDNA werden 500 ng RNA benétigt
Anhand des RNA-Gehaltes (ug / ml) kann die bendtigte Probengréfi3e
berechnet werden

Bsp.: 500/ 143 pg RNA = 3,5 ul Probe

3. Proben anhand des folgenden Schemas bis auf 9 pl / Eppi auffillen

Probenmenge RNase-freies Wasser
Kontrolle 0wl 9 ul
Probe 1 3,5 ul 5,5 ul
Probe 2 1,2 pl 7,8 ul

4. Mastermix anhand des folgenden Schemas ansetzen.

fur 1 Probe fir n Proben
Puffer 10 pl nx10 pl
Enzym* 1l nx1ul

* Reverse Transkriptase (RT)

5. Zu jeder Probe (9 ul) jeweils 1 x Mastermix/RT+Puffer (11 pl) hinzugeben

6. EppendorfgefaBe gut verschlieBen. Gemisch in den Cycler stellen und

das voreingestellte Programm wéahlen
(1 h 37°C, 5 Min 95°C, Ende 4°C)

7. cDNA sofort verwenden oder bei -20°C einfrieren
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Landesamt fiir Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen

LANUV NRW, Postfach 10 10 52, 45610 Recklinghausen

Herrn

Dr. Richard Stange

Klinik far Unfall-, Hand- und
Wiederherstellungschirurgie
Universitatsklinikum Manster
Albert-Schweitzer-Campus 1, Geb. W1
48148 Munster

Tierversuchsvorhaben;

Eingangsbestéatigung des Antrags auf Genehmigung zur Verwendung von
Wirbeltieren zu Versuchszwecken gem. § 8 Tierschutzgesetz in der Fassung
der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206) in der z.Zt. giiltigen
Fassung

lhr Antrag vom 05.01.2012

Sehr geehrter Herr Dr. Stange,

hiermit bestatige ich den Eingang lhres o. a. Antrags

»Untersuchung zur Funktion von Zelladhasionsproteinen im Rahmen des
Knochenstoffwechsels und Knochenheilung”,

der mit der Stellungnahme des Tierschutzbeauftragten vom 12.01.2011 am
05.01.2012 hier eingegangen ist.

Der Antrag wird bei mir kiinftig unter dem
Aktenzeichen 84-02.04.2012.A016
gefihrt.
Bei kunftigem Schriftverkehr bitte ich um Angabe dieses Aktenzeichens.

Aufgrund des o. a. Tierschutzgesetzes bin ich gehalten, den vollsténdigen
Antrag der nach § 15 Abs. 1 Tierschutzgesetz einberufenen Kommission
vorzulegen. Hierdurch bedingt kénnen Verzdgerungen in der Bearbeitung
nicht ausgeschlossen werden.

Unaufgefordert werden Sie von mir zu gegebener Zeit Nachricht erhalten.

Auskunft erteilt:

Herr Salert

Direktwahl 02361-305-3709
Fax 02381/305-3439
fachbereich84@Januv.nrw.de

Aktenzeichen
84-02.04.2012.A018

bei Antwort bitte angeben
Ihre Nachricht vom:

Ihr Aktenzeichen:

Datum: 18.01.2012

Hauptsitz:

LeibnizstraBe 10

45659 Recklinghausen
Telefon 02361 305-0
Fax 02361 305-3215
poststelle@lanuv.nrw.de
www.lanuv.nrw.de

Dienstgebaude:
Hauptsitz Recklinghausen

Offentiiche Verkehrsmittel:

Ab Recklinghausen Hbf mit
Buslinie 236 bis Haltestelle
"SiemensstraBe” und 5 Min.
FuBweg oder mit Buslinie SB 20
bis Haltestelle "Hohenhorster
Weg" und 15 Min. FuBweg in
Richtung Trabrennbahn bis
LebnizstraBe

Konto-Nr.: 41 000 12
West LB AG
(BLZ 300 500 00)
BIC-Code: WELADEDD
IBAN-Code: DE 41 3005
0000 0004 1000 12
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Antrage auf Ausnahmegenehmigungen nach § 9 Abs. 1 Satz 4 und § 9 Abs. 2
Nr. 7 Tierschutzgesetz sind rechizeitig bei der zust4dndigen Ordnungsbehérde

der Stadt Monster zu stellen und mir nach Erhalt unaufgefordert
nachzursichen.

Fir die Berechnung der Fristen nach § 8 Abs. 5 a Tierschutzgesetz ist der Tag
des Posteingangs maBgeblich. Bei der Fristberechnung bleiben die Zeiten
unberiicksichtigt, wahrend derer der Antragsteller, trotz schriftiicher
Aufforderung der Behorde (ber weitere Anforderungen, dieser nicht
nachgekommen ist.

Hinweis:

Ich mochte Sie ausdriicklich bitten, den Tierschutzbeauftragten (Herrn
Dr. Martin Liicke) {iber den Erhalt dieser Eingangsbestidtigung mit dem
vergebenen Aktenzeichen fiir |hr Vorhaben zu unterrichten.

Mit freundlichen GriBen
Im Auftrag

feb.®

(Salert)
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