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1. Titel und Laufzeit des Vorhabens.

Untersuchungen zur ausbleibenden Knochenheilung nach Arbeitsunfallen am
Beispiel der Kahnbeinpseudarthrose der Handwurzel

Laufzeit: 01.06.2012 bis 31.10.2014

2. Problemstellung.

Skaphoidpseudarthrosen der Hande stellen ein ungelostes Problem in der Behandlung
von Skaphoidfrakturen dar, die lange Arbeitsausfalle, hohe Rehabilitationskosten und
Berentungen nach sich ziehen kdnnen. Das Skaphoid ist mit ca. 70% der am haufigsten
frakturierte Knochen der Handwurzelreine [1]. Die Pravalenz der durch die DGUV
erfassten meldepflichtigen Frakturen der Handwurzelreihe (ambulant und stationar) liegt
bei ca. 2.900 pro Jahr (Quelle: DGUV). Im Bereich der stationar (operativ) versorgten
Skaphoidfrakturen (S62.0) zeigte sich in Deutschland in den Jahren 2000-2008 eine
konstante Pravalenz von etwa 3.800 Patienten jahrlich, wobei ambulant operierte oder
konservativ behandelte Skaphoidfrakturen nicht berucksichtigt sind (Quelle: Statistisches
Bundesamt). Man rechnet bei 10-13% der Falle mit einer ausbleibenden knochernen
Heilung, also der Ausbildung einer Pseudarthrose (Falschgelenkbildung), wobei es auch
Nennungen bis 50% gibt [2-5]. Frakturen am proximalen Skaphoidpol zeigen sogar eine
deutlich hohere Pseudarthrosenrate [6]. Betrachtet man die Diagnose M&84.14
(Nichtvereinigung der Frakturenden [Pseudarthrose]: Hand [Finger, Handwurzel,
Mittelhand, Gelenke zwischen diesen Knochen]) im Jahr 2009, so zeigten sich insgesamt
3.100 stationare Falle, wobei der mit Abstand grof3te Anteil dieser Diagnosegruppe auf
Pseudarthrosen des Skaphoids zuruckzufuhren ist (Quelle: Statistisches Bundesamt). In
den letzten Jahren gab es seitens der handchirurgischen Zentren einige Aktivitaten zur
Verbesserung der Resultate nach Skaphoidfrakturen. So wurde immer wieder die frihe
Diagnostik in den Vordergrund gestellt. Trotzdem zeigt sich nach wie vor eine hohe
Inzidenz von Skaphoidpseudarthrosen, die ein groRes Problem fur die Rehabilitation der
Patienten darstellt. Interessanterweise ist Uber die molekularen Eigenschaften und
Unterschiede zwischen pseudarthrotischen und gesundem Knochen sehr wenig bekannt.

3. Forschungszweck/-ziel.

Ziel dieser Studie war die ldentifikation fehlregulierter Mechanismen und Molekule in
humanen  Skaphoidpseudarthrosen im  Vergleich zum  gesunden  Radius.
Skaphoidpseudarthrosen die trotz adaquater handchirurgischer Therapie von
Skaphoidfrakturen auftreten, werden moglicherweise durch einen Mangel von
Wachstumsfaktoren verursacht. Insbesondere stand die Angiogenese (Gefal3neubildung)
im Fokus, um hier eventuell mit Wachstumsfaktoren neben der Knochenneubildung auch
die Gefalneubildung zu foérdern. In diesem Forschungsvorhaben sollte anhand von
humanen Gewebeproben erfasst werden, welche Gene und Mechanismen in der
Skaphoidpseudarthrose fehlreguliert sind beziehungsweise pathologische Veranderungen
aufweisen. Als Vergleich dient hier Knochenmaterial vom gut perfundierten unverletzten
Radius. Um sicherzustellen, dass sich die Genexpressionsprofile, sowie das
Wachstumsverhalten von Knochenzellen aus unverletzten Radius und unverletzten
Skaphoid nicht per se signifikant unterscheiden, sollten von zehn frisch verstorbenen



Korperspendern in Kooperation mit dem Anatomischen Institut der Universitat Heidelberg
jeweils eine Knochenprobe aus Radius und Skaphoid entnommen und auf die gleichen
Parameter untersucht werden. Durch Identifikation und intraoperativer Applikation der
Wachstumsfaktoren lieRe sich die knocherne Heilungsrate und Gefal3neubildung von
Frakturen und Pseudarthrosen des Skaphoids verbessern.

4. Methodik mit schematischer Darstellung der geplanten und
tatsachlichen Arbeits- und Zeitablaufe. Bei Forschungskooperationen
Zuordnung der Arbeiten zu den Kooperationspartnern.

Geplante Arbeits- und Zeitablaufe:

Arbeitspacket Dauer 2012 2013 2014

. AMJJASONDJFMAMJJASONDJFM
Isolation des Knochengewebes 12 Monate

Skaphoidpseudarthrose / Radius

Zellkulturanalysen 8 Monate
Geneexpression 14 Monate
Histologie, Immunohistochemie 8 Monate
In Situ Hybridisierung 6 Monate
Datenanalyse, Publikation 3 Monate S—

Tatsachliche Arbeitsablaufe:

Aufgrund anfanglicher Schwierigkeiten bei der Gewebeaufarbeitung fir RNA-Gewinnung
verlangerte sich der Zeitraum der Genexpressionsanalysen von 14 Monaten auf 18
Monate. Ein weiterer Grund fur die initiale Verzogerung lag in dem Wechsel von
Antragssteller und Forschungsleiter innerhalb des Kilinikverbundes der gesetzlichen
Unfallversicherung an das Universtatsklinikum Bergmannsheil Bochum. Die Isolation von
RNA aus Pseudarthrosen, aber auch insbesondere aus Radiusspongiosa stellte sich als
grolRe Herausforderung aufgrund der teilweise sehr geringen Gewebemenge dar. Uns
gelang es aber durch eine Kombination von TRIzol und anschlieRender Aufreinigung tber
Saulen die Qualitat zu verbessern und die RNA-Isolierung zu standardisieren (siehe
Abschnitt 5.2.4. und 5.2.5). Die Genexpressionsexperimente wurden an die Ergebnisse
angepasst und erweitert.

Die Gewinnung von Zellen in vitro konnte erfolgreich etabliert und fur die
Expressionanalyse Osteogenese-relevanter Gene genutzt werden. Zudem wurden die
Kulturbedingungen so angepasst, dass auch eine Differenzierung der Zellen moglich war
und untersucht werden konnte (siehe Abschnitt 5.2.2).

Histologische Analysen wurden ebenso erfolgreich an beiden Geweben durchgefuhrt und
fur die Charakterisierung genutzt (siehe Abschnitt 5.2.3). Die Proben wurden mitunter
randomisiert auf die verschiedenen Analysen aufgeteilt wurden. Aufgrund von geringem
Ausgangsmaterial wurde zunachst von einer Etablierung der in situ-Hybridisierung
abgesehen. Bei der derzeitigen Datenlage wird eine in-situ Hybridisierung als nicht
notwendig erachtet.

Die Analyse in Relation zu den frischen Korperspendern (n=10) wurde begonnen,
allerdings stellte sich in Voruntersuchungen heraus, dass sich die Genexpression
zwischen den Kollektiven massiv unterschied. Korperspender erschienen damit zum
Vergleich nicht geeignet, da sich ihr Durchschnittsalter um mehrere Jahrzehnte von dem
Durchschnittsalter der Skaphoidpseudarthrosenpatienten unterschied und somit keine
Vergleichbarkeit gewahrleistet war.



Das Patientenkollektiv konnte Uber die geplante Anzahl hinaus vergroRert werden. Die
Datenanalyse erfolgte grofRtenteils im angegeben Zeitraum, muss aber noch in den
folgenden sechs Wochen finalisiert werden.

5. Ergebnisse des Gesamtvorhabens. Bei Forschungskooperationen
Zuordnung der Teilergebnisse zu den Kooperationspartnern. Auflistung
relevanter Veroffentlichungen, Schutzrechtsanmeldungen und erteilter
Schutzrechte (erfolgt oder geplant).

5.1 Stand der Forschung

Die Frakturheilung ist typischerweise nach 6-8 Wochen soweit fortgeschritten, dass der
Knochen voll belastet werden kann. Wahrend der Heilung einer Knochenfraktur wird
teilweise die embryonale und postnatale Knochenentwicklung rekapituliert, wobei
normalerweise der Knochen ohne Ausbildung einer fibrosen Narbe ausheilt. Verschiedene
Umstande konnen allerdings zu verzogerter oder ausbleibender Knochenheilung und
damit zu einer sogenannten Pseudarthrose fuhren, beispielsweise durch Instabilitat der
Fraktur, Unterbrechung der Blutversorgung oder Zystenbildung. Die genauen
Mechanismen, die zur Ausbildung einer Pseudarthrose fuhren, wurden allerdings bisher
kaum beschrieben. Skaphoidfrakturen heilen zu 90-95% aus. Betragt der Frakturspalt
jedoch Uber 1mm, so liegt die Inzidenzrate bei 55% [6]. Skaphoidpseudarthrosen sind
uberwiegend atrophisch und durch Hypovaskularisierung, ausbleibende Callusbildung und
fiboroses Gewebe im Frakturspalt charakterisiert. Die Behandlung atrophischer
Pseudarthrosen ist komplex und beinhaltet drei Schritte: Resektion des Narbengewebes,
Transplantation von autologem Knochen und knocherne Fixierung.

Kontinuierlicher Auf- und Abbau charakterisiert Knochengewebe. Am standig stattfindende
Knochenumbau sind hauptsachlich knochenbildende Osteoblasten (OBs), die aus
mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks differenzieren und an der
Knochenoberflache lokalisiert sind, und von monozytaren Zellen des Blutes stammende
knochenresorbierende Osteoclasten (OCs) beteiligt. Die Differenzierung von OCs wird
hauptsachlich durch Cytokine und Wachstumsfaktoren reguliert, die auch an der
Differenzierung von Makrophagen und anderen Immunzellen beteiligt sind, wie
beispielsweise die Mitglieder der TNF-Superfamilie RANKL und TNF-a. Beide Faktoren
werden im gesunden Knochen von OBs und Stromazellen sezerniert. Die Aktivierung von
RANK durch RANKL fuhrt zur Translokation von c-Fos in den Nukleus, Bildung von AP-1
Transkriptionsfaktor-Komplex, der zusammen mit NFATc OC-spezifische Gene aktiviert
[7] und somit OC Differenzierung fordert. Osteoprotegerin hingegen ist ein Inhibitor der
OC-Differenzierung, der durch Bindung an RANKL die Aktivierung von RANK verhindert [8,
9]. Die Differenzierung von OCs wird zudem durch M-CSF gesteuert [10], wodurch RANK
[11] sowie NF-kB und AP-1 induziert wird. Des Weiteren tragt TNF-a entscheidend zur
OC-Differenzierung bei [12]. Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von
TNF-a zu chronischer Polyarthritis [13] fuhrt, was auf eine erhohte Anzahl OC
Vorlauferzellen im Blut und OCs im betroffenen Knochen zurlckzufuhren ist [14]. TNF-a
wird hauptsachlich von aktivierten Makrophagen und T-Zellen exprimiert, aber auch durch
OCs selbst sezerniert, wodurch c-Fos-Expression in OC-Vorlauferzellen induziert und die
Ausdifferenzierung von OCs reguliert wird [15]. Zum Knochenaufbau aber auch —abbau
tragt zudem TGF-31 bei, was einerseits Proliferation und Differenzierung mesenchymaler
Vorlauferzellen stimuliert [16], andererseits aber auch OC-Differenzierung fordert [17].
Eine Zusammenfassung der genannten Mechanismen ist in Abbildung 1 dargestellt.



Die beschriebenen Mechanismen sind, zumindest teilweise, nicht nur an der Entwicklung
entscheidend beteiligt, sondern auch an der Frakturheilung und mussen strikt reguliert
sein. Wahrend der Knochenregenration folgt vereinfacht beschrieben nach anfanglicher
lokaler Inflammation, die auch durch Proliferation von Knochenvorlauferzellen und die
Resorption von Knochendebris gekennzeichnet ist, die Ausbildung fibrosen Gewebes, das
anschlielend durch stabilisierenden Knorpel ersetzt wird. Durch Ossifikation und
Knochenumbau ("bone remodelling’) wird der Knochen weiter stabilisiert und erlangt seine
vollstandige Funktion zuruck. Vergleicht man die Knochenheilung nach Tibiafraktur mit
gesundem Knochen im Mausmodel, so ist festzustellen, dass die Expression von RANKL,
M-CSF und OPG 24h nach Fraktur signifikant erhoht ist und wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums (28 Tage) Uber der Grundexpression des gesunden Knochens
liegt [18]. TNF-a ist ebenfalls wahrend des gesamten Zeitraums erhoht und wahrend der
Phase der akuten Inflammation und des Knochenumbaus maximal exprimiert. Des
Weiteren reguliert TNF-a die Einwanderung mesenchymaler Vorlauferzellen und
Apoptose hypertropher Chondrozyten wahrend der endochondralen Frakturheilung [19].

Osteogenesis

A

ATF4
M-CSF

v
TNF-a —— NFATc l

RANK ——» TRAF-6

v
RANKL-Aktivierung / J \
/ NEKB c-fos Translokation

OPG

Dimerbildung
mit AP-1
| Bindung

NFATc

|

Induktion OC-
spezifischer Gene

Abbildung 1: Regulation physiologischer Osteoclastogenese.

Fehlregulationen in der Knochenregeneration involvierter Mechansimen, die letztlich zu
Ausbildung einer Pseudarthrose fuhren, wurden bislang nur wenig untersucht. Ein
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entscheidender Faktor fur die Regeneration scheint BMP-2 zu sein. Reguliert man BMP-2
experimentell herunter, so ist die Knochenheilung schon zu frihen Zeitpunkten blockiert
[20]. Vergleicht man die BMP-2-Expression ausheilender Frakturen mit Pseudarthrosen,
so ist BMP-2 signifikant herunterreguliert, wohingegen die Expression der BMP-Inhibitoren
Chordin und Noggin nicht verandert ist [21]. In einer experimentellen Studie mit Ratten,
bei denen atrophische Pseudarthrosen simuliert wurden, sind hingegen BMP-2 und
dessen Antagonisten herunterreguliert [22]. Es ist damit unklar, ob die Fehlregulation von
BMP-2 oder dessen Antagonisten zur ausbleibenden Knochenregenration fuhrt. Zudem ist
die Detektion von BMP immer vom Zeitpunkt der Analyse sowie Art der Knochenfraktur
abhangig [23]. Nicht nur die Differenzierung von OBs und Knochenaufbau scheinen
wahrend ausbleibender Frakturheilung fehlreguliert zu sein, sondern auch die
Differenzierung von OCs. Bioinformatische Analysen zeigten, dass OC regulierende Gene
im Vergleich zu normal ausheilendem Knochen in Pseudarthrosen differenziell reguliert
sind [24]. Interessanterweise zeigen Patienten mit atrophischer Pseudarthrose eine
erhohte Menge OPG im Serum auf, allerdings ist bisher unklar, ob der erhdhte RANKL-
Inhibitor auch zu einer verminderten OC-Differenzierung fuhrt [25].

Die Untersuchung humaner atropher Pseudarthrosen des Scaphoids im Vergleich zum
angrenzenden gesunden Knochen des Radius sollte Aufschluss uber Osteogenese und
Osteoclastogenese sowie Vaskularisierung im spaten Stadium ausbleibender
Knochenheilung geben, so dass auf Fehlregulationen wahrend der frGhen Phase der
fehlenden Knochenheilung geschlossen werden kann. Durch direkten Vergleich von
Skaphoidpseudarthrose und autologem gesunden Knochen konnten interindividuelle
Unterschiede ausgeschlossen werden.

5.2 Ergebnisse
5.2.1 Patientenkollektiv

Es wurden 72 (Ludwigshafen) bzw. 12 (Bochum) Patienten mit Skaphoidpseudarthrose,
die sich einer Rekonstruktion mit Radiusspongiosa und Mini-Herbertschraube unterzogen
haben, rekrutiert. Als Definition diente eine Zeit nach Unfall von mindestens drei Monaten.
Im weiteren Verlauf wurde das Kollektiv ferner unterteilt in Patienten, die innerhalb der
ersten 12 Monate nach Unfall oder 12 Monate nach Unfall rekonstruiert wurden.

5.2.2 Gewinnung und Kultivierung von Zellen aus Pseudarthrosen und Radius spongiosa

Zur Charakterisierung von in Pseudarthrosen lokalisierten Zellen wurden die Wachstums-
und Differenzierungseigenschaften aus Pseudarthrosen und Radius spongiosa isolierter
Zellen untersucht. Die Zellen wurden nach einem publizierten Protokoll [26] aus frischem
Gewebe gewonnen, indem kleine Knochenfragmente nach Trypsin-Verdau Kkultiviert
wurden (Abb. 2), aus denen nach einer Kultivierungszeit von 2-3 Tagen Zellen migrierten
und dichte Zellrasen bildeten (Abb. 3).
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Abbildung 2: Workflow fiir die Gewinnung von Zellen aus Patientengeweben.

Abbildung 3: Kultivierung von Knochenfragmenten von Radius spongiosa (A) und Pseudarthrose (B).
Bei beiden Kulturen migrierten adharente Zellen aus dem Knochenfragment und bildeten dichte Zellrasen.
Die Zellpopulationen unterschieden sich morphologisch nicht voneinander (14 Tage in Zellkultur).

Analysen mittels quantitativer RT-PCR von dicht gewachsenen Kulturen beider Gewebe in
Passage 1 wiesen Unterschiede in der Expression von TGF-f1, BMP-2, Osterix und TNF-
a auf (Abb. 4). Der fur Knochenregeneration entscheidende Faktor BMP-2 scheint in
Pseudarthrosen-Kulturen induziert zu sein, wohingegen die Expression von Noggin,
bekannt als Antagonist von BMP-2, keine Unterschiede aufwies. Allerdings ist der
Transkriptionsfaktor Osterix, der entscheidend fur die Differenzierung von OBs ist, in
Pseudarthrosenkulturen herunter reguliert, was zum einen auf eine gestorte osteogene
Differenzierung hindeuten, zum anderen aber auf unterschiedliche Zellpopulationen
zurlckzuflihren sein konnte. Interessanterweise sind die immunregulatorischen Gene
TGF-1 und TNF-a in Pseudarthrosenkulturen induziert. Da die Kulturen keine
Immunzellen beinhalteten, kdnnte die erhdhte Expression auf eine Fehlregulation dieser
Gene zurlckzufiihren sein.
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Abbildung 4: quantitative RT-PCR kultivierter Zellen von Radius spongiosa (Kontrolle) und
Pseudarthrose.

Um Differenzierungseigenschaften zu untersuchen, wurden Zellen beider Gewebe fir 21d
in Differenzierungsmedium (10 mM Glycerophosphat, 0,25 uM Ascorbinsaure, a-MEM,
10% FCS) inkubiert und anschlielend gegen Alkaline Phosphatase (ALP, Osteoblasten-
Differenzierungsmarker) gefarbt. Im Vergleich zu undifferenzierten Zellen ist nach
Inkubation mit Differenzierungsmedium sowohl bei Zellen von Skaphoidpseudarthrosen
als auch bei Zellen des Radius die ALP-Expression deutlich erhéht (Abb. 5), so dass
davon auszugehen ist, dass die Kulturen zumindest teilweise osteogene Vorlauferzellen
enthielten. Erkennbar ist auch, dass nicht alle Zellen ALP-positiv sind, wobei es sich
hierbei um Fibroblasten (Morphologie, adharentes Wachstum) handeln koénnte.
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Abbildung 5: Farbung Alkaliner Phosphatase (ALP) vor und nach osteogener Differenzierung. Dichte
Zellrasen von Pseudarthrosen (A, B) und Radius (C, D) vor und nach Induktion der Differenzierung, die
gegen ALP gefarbt wurden. Radius-Kulturen scheinen mehr ALP zu exprimieren, was fir ein besseres
Differenzierungspotential der Kulturen spricht.



Eine Quantifizierung ALP-positiver Zellen zeigte, dass in Skaphoidpseudarthrosen-
Kulturen sowohl vor, als auch nach osteogener Differenzierung weniger Zellen
ausdifferenzieren, was zum einen auf einen groReren Anteil fibroblastoider Zellen und
zum anderen auf ein geringeres Differenzierungspotential von Pseudarthrosenzellen
zurUckzufuhren sein konnte.
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Abbildung 6: Quantifizierung ALP-positiver Zellen vor und nach osteogener Differenzierung.

5.2.3 Histomorphometrische Analysen

Fir eine genauere Charakterisierung von Skaphoidpseudarthrosen  wurden
Gewebeschnitte angefertigt und diese histomorphometrisch nach Pentachromfarbung im
Vergleich zu Radius spongiosa untersucht. Deutlich wurde der hohe Bindegewebsanteil
und geringe Knochenanteil in Pseudarthrosen (Abb. 7A) im Vergleich zum Kontrollgewebe
(Abb. 7B), bei dem der Geflechtknochen deutlich erkennbar ist.



Abbildung 7: Vergleich von Gewebe der Skaphoidpseudarthrose und Radius spongiosa. Nach
Entnahme der Gewebe wurden diese Formalin-fixiert, entkalkt, dehydriert und Paraffin-eingebettet.
Gewebeschnitte (9 um) wurden mittels Pentachrom gefarbt. Deutlich erkennbar ist das grofl¥flachig verteilte
Binde- sowie Knorpelgewebe (gelb/blau) einer reprasentativen Pseudarthrose (A). Radius spongiosa (B) ist
hingegen durch Schwammknochen (rot) gepragt.

Eine Quantifizierung der verschiedenen Gewebeanteile in Pseudarthrosen und Radius
spongiosa bestatigte den Eindruck eines hohen Bindegewebeanteils in Pseudarthrosen
(Abb. 8).
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Abbildung 8: Quantifizierung Pentachrom-gefiarbter Gewebeanteile bei Pseudarthrosen (A) und
Radius spongiosa (B). In Pseudarthrosen-Geweben ist ein deutlich héherer Anteil Bindegewebe
(blau/griin) vorhanden. In Kontroligeweben hingegen ist der Knochenanteil (gelb/rot) deutlich hdher als bei
Pseudarthrosen.



5.2.4 Blutversorgung atropher Pseudarthrosen

Zur Entstehung von Pseudarthrosen wird eine mangelnde Blutversorgung diskutiert, die
zu einer Unterversorgung von Nahrstoffen und einer geringeren Einwanderung von
Osteoblasten-Vorlaufern sowie schlechterem Abbau von Knochendebris fuhren konnte.
Hinsichtlich der Gefaldversorgung konnten wir allerdings keine Unterschiede in der
Expression von PECAM-1 (Gefallmarker) feststellen (Abb. 9A). Auch Gewebefarbungen
zur Untersuchung der Gefalsituation wiesen keine Unterschiede zwischen den
Gewebetypen auf (Abb. 10). Interessanterweise zeigte sich jedoch ein Trend zu einer
geringeren PECAM-1 Expression in Scaphoidpseudarthrosen bei Patienten, die erst >12
Monate nach Fraktur operiert wurden.
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Abbildung 9: Untersuchung der PECAM-1 Genexpression. Uber alle mittels quantitativer RT-PCR
untersuchten Gewebe konnte kein Unterschied in der PECAM-1-Expression festgestellt werden. Unterteilt
man jedoch das Patientenkollektiv in operiert < 12 Monate nach Fraktur (,frih“) und > 12 Monate nach
Fraktur operiert (,spat) zeigte sich ein Trend, bei der die PECAM-1 Expression in ,spaten Patienten
abnimmt.
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Abbildung 10: Immunhistochemische Farbung von PECAM-1. Die GefaRsituation scheint zu einem
frhen Zeitpunkt nach Fraktur (10 Monate) in beiden Geweben &hnlich zu sein.
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5.2.5 Quantitative RT-PCR-Analyse von Geweben.

Um mogliche Fehlregulationen fur die Knochenregeneration wichtiger Faktoren zu
detektieren, wurden detaillierte Genexpressionsanalysen von Pseudarthrosen und den
zugehdrigen Kontrollen durchgefuhrt. Es wurde nur RNA verwendet, die nach
Aufarbeitung quantitativ und qualitativ fur die Analysen ausreichend war. Es wurde die
Genexpression von Osteogenese- sowie Osteoclasteogenese-Markern und pro- bzw. anti-
inflammatorischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren analysiert und udber alle
untersuchten Patienten bewertet. Zudem erfolgte eine Aufteilung der Patienten auf den
Zeitraum “Unfallzeitpunkt-Operation® (< 12 Monate (fruh), > 12 Monate (spat)), um
zeitabhangige Veranderungen zu detektieren. Eine Ubersicht der gemessenen Gene
findet sich in Tabelle 1.

Tab. 1: Ubersicht (iber die gemessenen Gene

18S | ATF4 | Axin2 | BGLAP (OCN) | BMP2 | BMP7 | CCND1 (CyclinD1) | CSF1
DKK1 | EMX2 | FGF18 FGF2 FGF9 | FOXGT IFNG IL1B
MMP9 | MMP13 | NFATcCT NFKB1 Noggin | OPG Osterix PECAMT
RUNX2 | SSP1 | TGFbeta TNF RANK | RANKL Wnt3a Wnt5a

5.2.5.1 Expression Osteogenese- und Knochenumbau-relevanter Gene

RUNX-2, bekannt als wichtiger Osteogenese und Chondrogenese regulierender
Transkriptionsfaktor, war uber alle Patienten in Pseudarthrosen leicht, allerdings nicht
signifikant, induziert (Abb. 10A). Auch nach Aufteilung in frih und spat operierte Patienten
schien RUNX-2 zu beiden Zeitraumen (Abb. 11A) leicht hoch reguliert zu sein. Hingegen
war der Osteogenese-regulierende Transkriptionsfaktor Osterix als bekanntes
Downstream Target von RUNX-2 in beiden Geweben kaum detektierbar (nicht gezeigt).
Der osteogene Differenzierungsmarker Alkaline Phosphatase (ALP) wurde in
Pseudarthrosen stark induziert gefunden (Abb. 11B, Abb. 12B), was prinzipiell auf die
Differenzierungsfahigkeit von in Pseudarthrosen befindlichen Osteoblasten hindeutet.
Auch die spateren osteogenen Differenzierungsmarker OPN (Abb. 11C, Abb. 12C) und
OCN (Abb. 11D, Abb. 12D) waren in Pseudarthrosen leicht hoch reguliert. Das fur die
frihe Phase der Knochenregeneration wichtige pleiotrophe Morphogen BMP-2 war leicht,
aber nicht signifikant induziert und spiegelt damit die Expression von BMP-2 in vitro wider
(Abb. 11E, Abb. 12E). Der BMP-2 Antagonist Noggin war hingegen in Pseudarthrosen
herunter reguliert (Abb. 11F), so dass eine gesteigerte Knochenregeneration zu erwarten
ware. Interessanterweise ist Noggin bei Patienten, die erst >12 Monate nach Fraktur
operiert wurden (Abb. 12F), signifikant induziert, so dass ein Ungleichgewicht zwischen
BMP und Noggin eine Rolle bei der Entwicklung von Skaphoidpseudarthrosen spielen
konnte. Der Wachstumsfaktor FGF-2, beschrieben als positiver Regulator der Proliferation
von osteogenen Progenitoren [27], ist in Pseudarthrosen leicht, aber nicht signifikant,
induziert (Abb. 11G, Abb. 12G). Die Hochregulation von BMP-2, FGF-2 und ALP sowie
der spateren osteogenen Differenzierungsmarkern OPN und OCN spricht fur ein gewisses
Regenerationspotential des frakturierten Skaphoids, das aber zu einem gewissen
Zeitpunkt inhibiert zu sein scheint, so dass der Knochen nicht ausheilt.

Der kanonische Wnt-Signalweg spielt eine zentrale Rolle bei der Knochenentwicklung und
koordiniert sowohl beim kontinuierlichen Knochenumbau als auch bei der
Knochenregeneration die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen sowie Reifung
von Osteoblasten. Interessanterweise war Wnt3a in beiden Geweben nicht detektierbar,
so dass Wnt3a in einer etablierten Pseudarthrose nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen scheint. Es ist aber nicht auszuschliefen, dass Wnt3a in der fruhen
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Entstehungsphase einer Pseudarthrose entscheidend sein konnte. Der Wnt-Antagonist
DKK1 [28, 29] war ebenfalls kaum detektierbar (nicht gezeigt), so dass eine Inhibition der
Knochenregeneration durch DKK1 auszuschlie3en ist. Zu den Zielgenen des kanonischen
Whnt-Signalwegs zahlt CyclinD1, welches auch in Pseudarthrosen stark exprimiert wird
(Abb. 11H, Abb. 12H). Da Wnt5a, welches nicht-kanonische Signalwege
(Wnt/Ca2+abhangiger oder Wnt/JNK-Signalweg) reguliert, auch mit dem kanonischen
Signalweg interagieren kann, konnte die erhohte Wnt5a-Expression in Pseudathrosen
(Abb. 111, Abb. 12I) zur Induktion von CyclinD1 fuhren. Moglicherweise kann die erhohte
CyclinD1-Expression auch auf eine erhohte Seneszenzrate im Gewebe hindeuten [30].

Auch die fur Vaskularisierung, Abbau von Knorpel [31] und Degradation von
extrazellularer Matrix relevanten Matrix-Metalloproteinasen MMP-9 und MMP-13 sind in
Pseudarthrosen im Vergleich zu Radius spongiosa vor allem zu spaten Zeitpunkten stark
induziert (Abb. 11J / K, Abb. 12 J / K). Die erhohte MMP Expressionsrate konnte zum
einen auf einen potentiellen Gewebeumbau hindeuten, zum anderen aber auch Hinweise
auf ein Ungleichgewicht zugunsten von Knochenresorption geben.
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Abbildung  11: Expression Osteogenese- und Knochenumbau-relevanter Gene in
Skaphoidpseudarthrosen. Gezeigt ist die relative Genexpression normalisiert auf die Expression des
Housekeeping-Gens18S.
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Abbildung 12: Expression Osteogenese- und Knochenumbau-relevanter Gene in
Skaphoidpseudarthrosen (friih / spét). Unterteilung des Patientenkollektivs in < 12 Monate nach Fraktur
(,frih®) und > 12 Monate nach Fraktur (,spat®).

5.2.5.2 Expression Osteoclastogenese-relevanter und immunregulatorischer Gene

Osteoclastogenese wird hauptsachlich durch  RANKL reguliert, welches die
Differenzierung von  Osteoclasten-Vorlauferzellen udber die  Aktivierung des
Transkriptionsfaktors nuclear factor-activated T-cells c1 (NFATc1) steuert. Quantitative
RT-PCRs zeigten, dass in Pseudarthrosen fur die Osteoclastogenese wichtige Gene
induziert waren. RANKL (Abb. 13A, Abb. 14A) und dessen Rezeptor RANK (Abb. 13B,
Abb. 14B) wurden in Pseudarthrosen stark hochreguliert gefunden, wobei RANKL
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zwanzigfach induziert war im Vergleich zur Kontrolle. Auch M-CSF (Abb. 13C, Abb. 14C),
welches die Proliferation von Osteoclasten-Vorlaufern fordert, war in Pseudarthrosen
erhoht detektierbar. Ebenfalls lag das RANKL nachgelagerte Zielgen NFAT1c in
Pseudarthrosen deutlich erhoht vor (Abb. 13D, Abb. 14D). Besonders auffallig sind die
erhohte Expression von RANKL, M-CSF und NFAT1c auch zu spateren Zeitpunkten nach
Fraktur, was fur eine fortwahrend erhOhte Osteoclastogenese-Aktivitat spricht. Des
Weiteren wird die RANKL-Aktivierung durch ATF4 gesteuert, welches zudem kritisch fur
die Induktion von RANK uber M-CSF ist [32]. ATF4 ist in Pseudarthrosen ebenfalls leicht
erhoht detektierbar (Abb. 13E, Abb. 14E), was fur eine verstarkte Osteoclastogenese
spricht. Interessanterweise ist auch der RANKL Antagonist OPG, der schon in Serum von
Patienten mit atrophischen Pseudarthrosen als erhoht nachgewiesen wurde [25], in
Pseudarthrosengewebe signifikant um das siebenfache hochreguliert (Abb. 13F, Abb.
14F). Warum OPG die Osteoclastogenese-Aktivitat nicht oder nur bedingt hemmt und ob
eine Fehlregulation von OPG zur Pseudarthrose fuhren kann, ist bislang unbekannt.
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Abbildung 13: Expression Osteoclastogenese-relevanter und immunregulatorischer Gene in
Skaphoidpseudarthrosen.

Des Weiteren wurde die Expression Osteoclastogenese co-aktivierender pro-
inflammatorischer Zytokine und Faktoren analysiert. TGF-B beispielweise steigert das
Differenzierungspotential von OC-Vorlaufern [17] und konnte wie auch in vitro in
Pseudarthrosen als erhoht detektiert werden (Abb. 13G, Abb. 14G). Auch TNF-a war in
Pseudarthrosen mit in vitro Kulturen vergleichbar signifikant um das ca. 25-fache
hochreguliert (Abb. 13H, Abb. 14H), wodurch es zu einer gesteigerten Osteoclastogenese
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kommen kann. Im Gegensatz dazu konnten weder das TNF-a Zielgen NFkB noch die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1 and IFN-y in beiden Geweben detektiert werden. Die
Expression co-aktivierender pro-inflammatorischer Faktoren war nicht nur zu frihen
Zeitpunkten nach Fraktur stark induziert, sondern auch zu spaten Zeitpunkten, was auf
eine fortwahrende inflammatorische Reaktion und gesteigerte OC-Aktivitat hindeuten
konnte.
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Abbildung 14: Expression Osteoclastogenese-relevanter und immunregulatorischer Gene in
Skaphoidpseudarthrosen (friih / spét). Unterteilung des Patientenkollektivs in < 12 Monate nach Fraktur
(,frih®) und > 12 Monate nach Fraktur (,spat®).

5.2.6 Untersuchung von Apoptose, Proliferation und Osteoclasten im Gewebe

Zur Analyse von Apoptose, Proliferation und Osteoclastogenese im Gewebe weiter zu
untersuchen, wurden immunhistochemische und histologische Farbungen von
Skaphoidpseudarthrosen- und Kontrollgeweben durchgefuhrt. TNF-a kann Gber die
Aktivierung von FADD und Caspase-8 Apoptose induzieren. Die erhOhte Expression von
TNF-a in Skaphoidpseudarthrosen scheint im Zusammenhang mit einer erhohten
Apoptoserate zu stehen, denn es wurden deutlich mehr TUNEL-positive Zellen detektiert
als im Kontrollgewebe (Abb. 15).
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Radius spongiosa Pseudarthrose

Abbildung 15: TUNEL-Farbung zur Analyse apoptotischer Zellen in Radius spongiosa und
Pseudarthrose. (A) Im Kontroligewebe sind nur wenige apoptotische Zellen (grine Fluoreszenz)
detektierbar. (B) In Pseudarthrosen ist die Apoptoserate hingegen deutlich erhdht. Die Gesamtzellzahl
(DAPI-gefarbt) ist ebenfalls deutlich erhdht, allerdings bleibt die relative Apoptoserate im Vergleich zum
Kontrollgewebe erhoht.

Durch immunhistochemische Farbungen von PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
wurde eine Vielzahl proliferierender Zellen in Skaphoidpseudarthrosen detektiert (Abb. 16).
Diese Beobachtung konnte auch die erhohte Genexpression von CyclinD1 im Vergleich
zum Kontrollgewebe erklaren, welches ein wichtiger Regulator fur den Eintritt in den
Zellzyklus und dessen erhohte Expression in der G2-Phase des Zellzyklus die
Proliferation aufrecht erhalt [33].

2 WO A S i S S
Radius spongiosa Pseudarthrose
Abbildung 16: Immunhistochemische Fiarbung von PCNA zur Untersuchung von Proliferation in

Radius spongiosa und Pseudarthrose. Pseudarthrosen weisen eine deutlich erhéhte Proliferationsrate in

Bereichen von Bindegewebe auf (B) im Vergleich zum Kontrollgewebe (A), was fiir die Proliferation von
Fibroblasten spricht.
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Durch histologische Farbungen des Osteoclasten-Markers TRAP (Tartrate-resistant acid
phosphatase) konnten die Ergebnisse aus den quantitativen RT-PCR-Analysen bestatigt
werden. Die deutlich induzierte Expression von RANKL, M-CSF und TNF-a fuhrt in
Skaphoidpseudarthrosen zu einer erhohten Anzahl Osteoclasten, die sich Uber das
gesamte Gewebe erstrecken (Abb. 17). Hingegen werden im gesunden Radius kaum
Osteoclasten detektiert. Auch zu spateren Zeitpunkten nach Fraktur ist die Osteoclasten-
Aktivitat deutlich erhoht.
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Abbildung 17: Analyse von Osteoclasten durch TRAP-Farbungen. Gezeigt sind Gewebeschnitte eines
reprasentativen Patientens < 12 Monate nach Fraktur (friih) und eines Patientens > 12 Monate nach Fraktur
(spat) im Vergleich zu Radius spongiosa. Die Anzahl Osteoclasten ist sowohl zum friihen als auch spaten
Zeitpunkt in Pseudarthrosen stark erhoht.

5.3 Erfolgte und geplante Veroffentlichungen

Die oben beschriebenen Ergebnisse wurden zum Teil bei der Gordon Research
Conference ,Bone & Teeth® 2014 in Galveston (USA) im Rahmen einer
Posterprasentation gezeigt (Schira et al. ,Human scaphoid non-unions show a differential
expression pattern of intermediate osteogenic genes in comparison to intact bone from the
distal radius.”). Ferner erfolgte ein Vortrag im Rahmen der Jahrestagung der Deutschen
Gesellschaft fur Plastische Chirurgie in Muinchen mit dem Titel: ,Verminderte
Genexpression von intermedidren osteogenen Knochenwachstumsfaktoren in humanen
Skaphoidpseudarthrosen im Vergleich zu Radiusspongiosa des Handgelenks

Die Ergebnisse sollen in einem per-reviewed Journal veroffentlicht werden. Geplante
Veroffentlichung in diesem Jahr mit dem Titel ,Human scaphoid non-unions exhibit
increased inflammation and osteoclast activity as compared to adjacent cancellous
bone.”
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7. Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich des Forschungszwecks/-ziels,
Schlussfolgerungen. Beschreibung der Relevanz der Ergebnisse fur die
gesetzliche Unfallversicherung insbesondere im Hinblick auf die
Praxisverknupfung.

Die vorliegenden Ergebnisse spiegeln ein genaues Bild der etablierten
Scaphoidpseudarthrose wider. Entgegen unserer Hypothese und der gangigen
Lehrmeinung ist bei atrophen Pseudarthrosen eine verminderte Gefal3neubildung nicht
ausschlaggebend fur eine verringerte Knochenregeneration. Vielmehr deutet die
Hochregulation von TNF-a sowie RANKL und eine damit im Zusammenhang stehende
erhohte Anzahl Osteoclasten, also knochenabbauenden Zellen, auf eine
Entzindungssituation  hin.  Diese  Erkenntnisse  erlauben diverse  wichtige
Schlussfolgerungen. Zum einen zeigen Scaphoidpseudarthrosen durchaus noch ein
zumindest hypothetisches Regenerationspotential, was sich durch eine mit dem
Kontrollgewebe vergleichbare Runx-2 (Knochenvorlauferzellen) Genexpression sowie
erhohter Expression diverser osteogener Differenzierungsmarker und einer guten
Gefalisituation zeigt. Zum anderen scheint allerdings ein Ungleichgewicht zwischen
Knochenaufbau und -abbau zu Gunsten des Abbaus zu existieren, was sich am Ende in
einer fehlenden Heilung niederschlagt. Eine kausale Beziehung zwischen diesem
Phanomen und des erhohten Entzindungsparameters TNF-a kann zwar in diesem
Kontext nicht hergestellt werden, doch ist dieser Zusammenhang nicht unwahrscheinlich,
wie Studien an der rheumathoiden Knochendegeneration zeigen.

Mit Hilfe dieser DGUV Forschungsforderung konnte dieser aulierordentlich wichtige
Zusammenhang erarbeitet werden. Bei den vorliegenden Untersuchungen handelte es
sich um Grundlagenforschung am menschlichen Material. Somit ist zunachst keine
schnelle Praxisverknupfung moglich. Die Ergebnisse stellen allerdings einen wichtigen
Anknupfungspunkt sowohl fur die weitere Grundlagenforschung als auch fiur die
Umsetzung einer Inhibition der Osteoclastenaktivitat in einer klinischen Studie dar.

8.  Aktueller Umsetzungs- und Verwertungsplan moglichst mit Angabe der
absehbaren Zeithorizonte.

Die gewonnenen Ergebnisse stellen einen groRen Erkenntnisgewinn in der Beurteilung
der Scaphoidpseudarthrosen sowie der atrophen Pseudarthrosen im Allgemeinen dar.
Somit sollen diese Ergebnisse durch eine Publikation einer breiteren Offentlichkeit
zuganglich gemacht werden. Ein Entwurf des Manuskriptes ist in Vorbereitung und wir
gehen von der Veroffentlichung noch in diesem Jahr aus. Durch diese Studie sind viele
neue Fragen entstanden: Welche Mechanismen fuhren zur erhohten Entzindungsreaktion
(TNF-a) sowie einem erhohten Knochenabbau (Osteoclasten) in den atrophen
Pseudarthrosen? Sind atrophe Pseudarthrosen durch geeignete nicht-chirurgische
Massnahmen noch reversibel und damit ohne weitere Chirurgie therapierbar? Diese und
weitere auf humanen Daten basierende Fragen sollen nach der Akquise von weiteren
Fordermitteln in einem dynamischen Tiermodell erforscht werden um die
Therapiemoglichkeiten von Skaphoidpseudarthrosen und atrophen Pseudarthrosen im
Allgemeinen zu verbessern.
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9.  Kurzfassung

Skaphoide haben nach wie vor eine hohe Pravalenz fur das Auftreten von Pseudarthrosen.
Auch bei hinreichender Behandlung erfolgt die Knochenregeneration mitunter nicht. Auch
wenn diese Beobachtungen bekannst sind, ist bisher nur wenig Uber die molekularen
Zusammenhange bekannt.

In diesem Projekt wurde die Genexpression von osteogenen, inflammatorischen und
angiogenen Wachstums- und Transkriptionsfaktoren in humanen Skaphoidpseudarthosen
untersucht und mit spongiésen Knochen des distalen Radius vom gleichen Patienten
verglichen. 84 Patienten konnten fur die Studie rekrutiert werden. Aul’erdem wurden
histologische und immunhistochemische Analysen sowie Zellkulturexperimente
durchgefuhrt.

Unsere Genexpressionsdaten zeigen eine signifikante Hochregulation von TNF-a, RANKL,
ALP, CYCLIN D1, MMP-13, OPG, NFATc1, TGF-f und WNT5a in
Skaphoidpseudarthrosen, was Hinweise auf eine bestehende chronische Inflammation
und gesteigerte Osteoclastogenese (Knochenabbau) liefert. Interessanterweise zeigte
sich TNF-ain samtlichen Skaphoidpseudarthosen erhoht (Durchschnitt: 25 -fache
Steigerung). Dartuber hinaus zeigte RANKL eine 20-fache Erhdhung in
Skaphoidpseudarthosen. Allerdings waren akute Marker der Inflammation wie IL-13 oder
IFN-y in den Geweben nicht detektierbar. In Bezug auf Gene der Osteogenese war die
Alkalische Phosphatase (ALP) signifikant in Skaphoidpseudarthosen hochreguliert. Keine
Unterschiede konnten fir weitere Osteogenese-Marker wie RUNX-2 oder BMP-2
gefunden werden. Zu unserer Uberraschung konnten wir keine signifikanten Unterschiede
in der Angiogenese zwischen diesen beiden Geweben finden. Zusammengefasst zeigen
unsere Daten eine Hochregulation diverser Gene in Skaphoidpseudarthosen im Vergleich
zu Radiusknochen. Besonders deutlich ist dies bei TNF-cund RANKL der Fall. Des
Weiteren zeigen Skaphoidpseudarthrosen weiterhin ein Regenerationspotential. Diese
Daten steigern unser Verstandnis fur die reduzierte Knochenregeneration in
Skaphoidpseudarthrosen und kdnnen Gegenstand von neuen therapeutischen Ansatzen
sein um Sekundarschaden und Pravalenz dieser Unfallfolge zu senken.
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10. Summary

Scaphoid bones remain to have a high prevalence for non-union. Even with adequate
treatment, bone regeneration may not occur in certain instances. Although this condition is
well described, the molecular pathology of scaphoid non-unions is still poorly defined.

In this project, gene expression of osteogenic, inflammatory and angiogenic growth and
transcription factors was analyzed in human scaphoid non-unions and compared to
adjacent autologous cancellous bone from the distal radius. 84 patients were recruited for
the study. In addition, histology, immunohistochemistry and in vitro experiments were
performed.

Our gene expression data show a significant upregulation of TNF-a, RANKL, ALP,
CYCLIN D1, MMP-13, OPG, NFATc1, TGF-f and WNT5a in scaphoid non-unions,
indicating chronic inflammation and increased osteoclast activity. Interestingly, TNF-a was
highly upregulated in all non-union samples (mean: 25 fold increase). Moreover, RANKL,
a marker for osteoclastogenesis was increased by 20 fold in non-unions. However,
markers for acute inflammation such as IL-13 or IFN-y were not detectable in both tissues.
With respect to genes related to osteogenesis, alkaline phosphatase was significantly
upregulated in scaphoid non-unions. No differences were detectable for other osteogenic
genes such as RUNX-2 or BMP-2. To our surprise, we did not detect differences in
angiogenesis between scaphoid non-unions and control bone. TRAP staining and
immunohistochemistry data confirmed these observations.

Summarized, our data show a dramatic upregulation of several genes in scaphoid non-
unions, particularly TNF-o and RANKL. Moreover, scaphoid non-unions remain to have a
potential for regeneration and do not show alteration in angiogenesis as compared to
control tissue. These data increase our understanding for the reduced bone regeneration
capacity present in scaphoid non-unions and may translate into the identification of new
therapeutic targets in order to avoid secondary damages and prevent occurrence of non-
unions to scaphoid bones.
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