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Das Knochengewebe besitzt eine ein-
zigartige Fahigkeit zur Regeneration
und ist in der Lage, mechanische und
metabolische Stimuli in biologische
Antwort umzuwandeln. Die fortwah-
renden Regenerationsprozesse er-
madglichen einerseits eine stindige
Erneuerung und Anpassung des Kno-
chengewebes an die aktuelle Belas-
tungssituation und andererseits ei-
ne unter optimalen Voraussetzungen
mogliche narbenfreie Heilung und
Remodelling nach einer Verletzung.
Die posttraumatischen Regenerati-
onsprozesse weisen in vielerlei Hin-
sicht Parallelen zu zellularen und mo-
lekularen Regulationsprogrammen
der embryonalen Knochenbildung
auf [3]. Dabei wird einer Vielzahl von
Stimuli die Fahigkeit zugeschrieben,
undifferenzierte mesenchymale
Stammzellen (MSC) des Knochenge-
webes zu aktivieren [57]. Dieses Pha-
nomen, auch bekannt als,,Osteoin-
duktion”, ist definiert als der Prozess,
der die Proliferation der MSC und de-
ren Differenzierung zu Osteoprogeni-
torzellen mit nachfolgender De-novo-
Knochenbildung (auch an heteroto-
pen Stellen) zu induzieren vermag [3,
53].

Der Begriff der Osteoinduktion wurde
von Marshall R. Urist [53] in den 1970er
Jahren nach der Entdeckung der osteo-
induktiven Eigenschaften der deminera-
lisierten Knochenmatrix und des ,,bone
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morphogenetic proteins“ (BMP) definiert
(54, 55].

Das Knochenremodelling unterliegt
jedoch nicht nur einer lokalen auto- und
parakrinen Regulation, sondern auch der
endokrinen und der neuroendokrinen
Steuerung.

== Die Sexualhormone, das Parathor-
mon, die Schilddriisenhormone
und das Cortisol gehdren zu den
am besten erforschten Regulatoren
des Knochenstoffwechsels.

Das von den Fettzellen gebildete Hormon
Leptin steuert die Knochenbildung und
Knochenmasse indirekt {iber die hypo-
thalamische Achse [10]. Die Entdeckung
dieses Zusammenhangs in der jiings-
ten Vergangenheit hat neue Aspekte in
der Osteoporoseforschung eroffnet. Die
Kenntnisse der Aktivierung, der Differen-
zierung und der Funktion der knochen-
bildenden Zellen ist von enormer Bedeu-
tung fiir das Verstandnis der gesunden
Entwicklung des Skeletts, der Knochen-
bruchheilung und der Méglichkeiten der
Behandlung von Knochenerkrankungen
wie der Osteoporose. In den letzten Jahr-
zehnten hat die Erforschung dieser Vor-
ginge in den Osteoblasten und ihren Vor-
lauferzellen zu einer enormen Entwick-
lung auf den Gebieten der Biomaterial-
forschung und der regenerativen Medi-
zin gefiihrt.

Dieser Artikel beschreibt die wichtigs-
ten Erkenntnisse {iber die Regulation der
Differenzierungsvorgénge in den Osteo-

blasten unter besonderer Beriicksichti-
gung des kanonischen WNT-Signalweges
in der Frakturheilung.

Osteoblasten — Herkunft
und Differenzierung

Osteoblasten differenzieren sich aus mes-
enchymalen Stammzellen. In der Zellkul-
tur lassen sich die Osteoblasten mithilfe
iiblicher lichtmikroskopischer Verfahren
nicht von den Fibroblasten unterscheiden,
da sie auch eine spindel- oder sternférmige
Morphologie annehmen und Kolonien
vom Fibroblastentyp bilden (morpholo-
gische Charakteristika @ Abb. 1, [36]).
Ein charakteristisches Zeichen der Osteo-
blasten ist ihre Fahigkeit, die Mineralisa-
tion der sezernierten Extrazellularmatrix
zu induzieren [12]. Dieser Vorgang kann
in vitro mithilfe geeigneter Farbemetho-
den (z. B. Alizarin-Rot- und von Kossa-
Farbungen) visualisiert werden und stellt
ein wesentliches Unterscheidungskriteri-
um zu Fibroblasten dar (8 Abb. 1f).
Abgesehen von wenigen Ausnahmen
finden sich auf der Genexpressionsebene
bis heute nur zwei Faktoren, die selek-
tiv in den Zellen exprimiert werden, die
zur Mineralisation der Extrazellular-
matrix befahigt sind (Osteoblasten und
Odontoblasten) — der Transkriptionsfak-
tor RUNX2 (ehemals als ,core binding
factor a1, CBFA1 bezeichnet [13]) und das
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Zusammenfassung

Das Knochengewebe besitzt eine einzigar-
tige Fahigkeit zur Regeneration und ist in der
Lage, mechanische und metabolische Sti-
muli in biologische Antwort umzuwandeln.
Die korrekte Regulation der Osteoblasten-
differenzierung wahrend der Frakturheilung
ist komplex und in ihrer Gesamtheit noch
nicht verstanden. Die Transkriptionsfaktoren
RUNX2 und SP7 sind von besonderer Bedeu-
tung und kénnen als Mastergene der Osteo-
blastendifferenzierung betrachtet werden.
Der kanonische WNT-Signalweg spielt sowohl
wahrend des Knochenwachstums als auch in
der Frakturheilung eine essenzielle Rolle fiir
die Aktivierung der osteoblastaren Differen-
zierungsvorgange. Experimentelle Studien
konnten nachweisen, dass eine Suppression
des WNT-Signalweges wahrend der Fraktur-
heilung eine signifikante Reduktion der Kno-

chenbildung zur Folge hat. Die BMP2-vermit-
telte Aktivierung der Osteogenese ist eben-
falls von der korrekten WNT-Signalgebung
abhangig. Die Patienten mit therapierefrak-
téren Pseudarthrosen weisen nicht nur eine
reduzierte Anzahl und Differenzierungskapa-
zitat der Osteoprogenitorzellen auf, sondern
zeigen auch eine signifikant reduzierte Gen-
expression zahlreicher Faktoren der WNT-Si-
gnalkaskade auf. Die Erforschung des WNT-
Signalweges kdnnte neue Perspektiven in der
Behandlung der Knochenbruchheilungssto-
rungen und fiir das ,tissue engineering” des
Knochengewebes erdffnen.

Schliisselworter
Osteoblast - Frakturheilung - Differenzierung -
RUNX2 - WNT

Osteoblasts. Cellular and molecular regulatory mechanisms in

fracture healing

Abstract

Bone tissue possesses a unique regeneration
ability, translating mechanical and metabol-
ic stimuli into a biological response. The per-
petual regeneration processes allow continu-
ous self-renewal and adaptation to prevailing
mechanical forces. The complex regulation
of osteoblastic differentiation during frac-
ture repair has not been completely defined.
Two different transcription factors — RUNX2
and SP7 — are considered to be master genes
of osteoblastic differentiation. Furthermore,
the canonical WNT pathway plays an essen-
tial role in the activation of osteoblastic dif-
ferentiation during both bone growth and
fracture healing. Studies of fracture healing
have revealed that downregulation of the
WNT pathway causes a significant reduction
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in new bone formation. Moreover, correct
WNT signalling is also required for BMP2-in-
duced bone formation. There is increasing ev-
idence that patients who develop recalcitrant
fracture nonunions exhibit not only reduced
numbers and differentiation capacity of os-
teogenic progenitors but also a significant
downregulation of numerous factors in the
WNT pathway. Therefore, better understand-
ing of the WNT regulatory mechanisms could
reveal new strategies for the treatment of de-
layed fracture healing and for the tissue engi-
neering of bone.

Keywords
Osteoblast - Fracture healing - Differentiation -
RUNX2 - WNT

Osteokalzin (BGLAP, Bone-GLA-Protein,
B Abb. 1d, g, j). Osteokalzin ist ein extra-
zelluldres Protein, das die Funktion der
Osteoblasten inhibiert [11]. Alle anderen
Marker der Osteoblasten wie z. B. die al-
kalische Phosphatase (ALP), Osteopontin
und Osteonektin (B8 Abb. 1) sind nicht
spezifisch, da sie auch in anderen Gewe-
ben und Zellen exprimiert werden.
Unter dem Begriff der ,Osteoblasten-
funktion® wird in vivo die Bildung neuen
Knochengewebes verstanden. Der Begriff
der Knochenneubildung umfasst die Dif-
ferenzierung und Proliferation der Osteo-
blasten sowie die Bildung neuen Osteo-
ids wihrend der embryonalen Entwick-
lung und auch im Rahmen der Fraktur-
heilung. Beides sind Vorginge, die letztlich
das Knochenwachstum, die Mineralisati-
on und das Remodelling ermdglichen und
unter In-vitro-Bedingungen in Ihrer Gén-
ze nicht vollstdndig zu erfassen sind [12].

== Die Osteoblastenfunktion
ist unzertrennbar mit
ihrem Gegenspieler, dem
Osteoklasten, verkniipft.

Wihrend der Skelettentwicklung und
auch wihrend des gesamten Lebens steu-
ern die Osteoblasten das Gleichgewicht
zwischen Knochenan- und -abbau durch
Sekretion bestimmter Proteine, welche die
Differenzierung und die Funktion der Os-
teoklasten regulieren (z. B. RANKL, ,,re-
ceptor activator of NF-«B ligand“ und
OPG, Osteoprotegerin).

Mesenchymale Stammzellen kénnen
aus unterschiedlichsten Geweben wie
z. B. Knochenmark, Periost, umgebende
Weichteilgewebe, Fettgewebe, Blutgefafie,
Blut etc. isoliert und kultiviert werden
und sind in der Lage, sich osteoblastér zu
differenzieren. Detaillierte Informationen
iiber den Verlauf der osteoblastiren Pro-
liferation und Differenzierung wurden in
einem In-vitro-Modell gewonnen [42]. In
diesem Modell wurde eine Mischzellpo-
pulation aus den Schidelkalotten von Rat-
ten 21 Tage lang kultiviert. Ab dem 9. Tag
waren Areale zu sehen, die sich bis zum
21. Tag zu mineralisierten knochendhn-
lichen Inseln (,,bone nodules®, BN) ent-
wickelten (B8 Abb. 1e, f). Im Querschnitt
zeigten diese BN viele Charakteristika des
Knochengewebes: fibroblastendhnliche
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Zellen in der Auflenschicht, darunter ku-
boide osteoblastenahnliche und weiter in-
nen osteozytenahnliche Zellen, die kom-
plett in kollagendse extrazellulire Matrix
eingebettet waren und in ihrer Umgebung
Hydroxylapatitablagerungen aufwiesen.
Dieser Vorgang der BN-Bildung wird
durch ein dreidimensionales (3D-)Zell-
wachstum beglinstigt [4]. Die terminale
Differenzierung der Osteoblasten findet
dabei erst bei abnehmender Proliferati-

Abb. 1 < Morphologische Charakteristika der
kultivierten Osteoblasten. Alle Teilabbildungen
von Abb. 1 auBer i zeigen Primarkulturen der
humanen Osteoblasten a Monolayerkultur, die
Zellen weisen alle Charakteristika des Fibro-
blastentyps auf. Zellkernfarbung mit Hdmalaun
b Nach langerer Kultivierung wachsen die Osteo-
blastenkulturen im Gegensatz zu vielen anderen
Zelltypen mehrschichtig tibereinander. Zellkern-
farbung mit Hamalaun. ¢ Nach mehreren Passa-
gen finden sich in der Kultur vermehrt terminal
differenzierte (seneszente) Zellen mit flachem,
ausgebreitetem Zellkérper und sternférmigen
Zellauslaufern (Pfeile). d Immunhistochemischer
Nachweis von Osteokalzin (Braunfdrbung). Sub-
konfluente Kulturen niedriger Passagen sind
haufig nur schwach positiv fiir diesen spaten
Marker. e Histochemischer Nachweis der alka-
lischen Phosphatase (blau, friiher Marker der
osteoblastéren Differenzierung). Die Aktivitat
dieses Enzyms ist sehr stark ausgepragt im
Bereich der,bone nodules". f Histochemischer
Nachweis der Mineralisation in der Extrazellu-
larmatrix mittels Alizarin-Rot. Nach langer Kul-
tivierung (3—5 Wochen) zeigt sich eine beson-
ders intensive Farbung im Bereich der,bone
nodules”. g Immunhistochemischer Nachweis
der RUNX2-Expression. h Immunhistochemi-
scher Nachweis des Proliferationsmarkers Ki-67
(Zellkerne). Die Primarkulturen weisen eine
hohe Proliferationsaktivitét auf. i MG-63-Osteo-
blasten (humane Osteosarkomzelllinie). Immun-
histochemischer Nachweis der Cyclooxygena-
se-2-Expression. COX2 ist ein wichtiges Enzym
fiir die Homeostase der Osteoblasten und spielt
fiir die Frakturheilung eine bedeutende Rolle.
j Immunhistochemischer Nachweis der Osteo-
kalzinexpression. k Immunhistochemischer
Nachweis der Osteonektinexpression. I: Immun-
histochemischer Nachweis der Osteopontin-
expression. m,Tissue engineering” des Kno-
chengewebes. Kultivierung der Osteoblasten
auf humaner demineralisierter Knochenmatrix.
Nachweis der ALP-positiven Zellen (makrosko-
pische Aufnahme, blau). Die Zellen haben den
Trdger vollstandig besiedelt. n Mikroskopische
Aufnahme eines ALP-positiven Osteoblasten
(Pfeil) in einer Pore der demineralisierten Kno-
chenmatrix. o Scannerelektronenmikrosko-
pische (SEM) Aufnahme der Osteoblasten inner-
halb der demineralisierten Knochenmatrix

onsrate statt. Nach heterotoper In-vivo-
Implantation der kultivierten Osteoblas-
ten sind diese Zellen in der Lage, an der
Implantationsstelle vaskularisiertes Kno-
chengewebe zu bilden [52]. Dieser Vor-
gang der direkten Knochenbildung weist
viele Parallelen zur desmalen Ossifikation
auf. Die Fahigkeit der Osteoblasten zur di-
rekten Knochenbildung hat ihre Verwen-
dung zur Herstellung artifizieller Kno-
chenkonstrukte im Rahmen des ,tissue
engineerings® iberhaupt erst ermdglicht
(8 Abb.1m, n, 0).

RUNX2 - Mastergen der
Knochenbildung

Die Erforschung der desmalen Ossifika-
tion hat zur Entdeckung des bereits er-
wiahnten Transkriptionsfaktors RUNX2,
des ,,Masterregulators“ der osteoblastiren
Differenzierung, gefiihrt [13]. RUNX2 bin-
det an OSE-2, eines der beiden osteoblas-
tenspezifischen cis-Elemente innerhalb
des Promotors des Osteokalzingens und
steuert damit seine Transkription. Die Ex-
pression von RUNX2 findet sich wihrend
der Embryonalentwicklung selektiv in
den mesenchymalen Stammzellen wieder,
die sich zu Osteoblasten, Odontoblasten
[7] und Chondrozyten [28] differenzieren
(8 Abb. 2). Dabei nimmt die Expressi-
onsintensitit in den Chondrozyten wih-
rend der terminalen Differenzierung und
Hypertrophie ab (8 Abb. 2, [28]).

© RUNX2: spezifischer Marker
der osteoblastischen
Differenzierung

Auch wahrend der Transdifferenzierung
der Myoblasten und Fibroblasten zu Osteo-
blasten wird RUNX2 selektiv exprimiert
[13] und stellt somit einen spezifischen
Marker der osteoblastischen Differenzie-
rung dar. Eine Uberexpression des Gens
in unterschiedlichsten Zellen kann die Ex-
pression osteoblastentypischer Gene, wie
ALP und Osteokalzin, induzieren.

Die homozygote Deletion des RUNX2-
Gens im Mausmodell fithrt zum kom-
pletten Fehlen der Osteoblasten bei nor-
mal angelegtem knorpeligen Skelett [31,
41]. Diese Miuse besitzen auch keine Os-
teoklasten, da deren Bildung durch die
Osteoblasten gesteuert wird. Die hetero-

zygote Deletion des RUNX2-Gens beein-
trichtigt vor allem die desmale Ossifikati-
on und somit die Entwicklung der Schliis-
selbeine und einiger Knochen des Scha-
delskeletts, was dem klinischen Bild der
kleidokranialen Dysplasie (CCD) ent-
spricht [38].

Einige weitere Transkriptionsfaktoren,
die dem RUNX2 vor- oder nachgeschal-
tet sind oder unabhingig davon regu-
liert werden, wurden ebenfalls beschrie-
ben. Dazu gehdren einige Homeoboxpro-
teine (Transkriptionsfaktoren, die mit ei-
ner ca. 180 bp langen Homeodoméne
an die DNA binden kénnen) wie DLXs,
MSX2, NKX3-2 (ehemals BAPX1), und
HOXA2 (8 Abb.2, [12]). Zu den be-
deutendsten Inhibitoren des RUNX2 ge-
horen der nukledre Faktor TWIST1 und
STAT1 (8 Abb. 2). Die Haploinsuffizienz
des Gens TWIST1 fithrt zu einer Enthem-
mung der RUNX2-Expression und verur-
sacht eine gesteigerte Knochenbildung
mit dem klinischen Bild der Kraniosynos-
tose, des Saethre-Chotzen-Syndroms [14].
Die Expression von RUNX2 wird dariiber
hinaus durch einige Wachstumsfaktoren
wie TGF-f, BMP und ,,Indian hedgehog*
(HH) gesteuert.

SP7 - ein RUNX2-abhidngiger
Transkriptionsfaktor mit
essentieller Funktion fiir

die Knochenbildung

Ein weiterer fiir die Differenzierung der
Osteoblasten essenzieller Transkriptions-
faktor ist SP7 [ehemals Osterix (OSX)
genannt, @ Abb. 2, [39]]. RUNX2 regu-
liert die Genexpression von SP7 durch die
Bindung an seinen Promoter [40]. Gene-
tische Mausmodelle konnten nachwei-
sen, dass eine Deletion von RUNX2 zum
kompletten Fehlen der SP7-Genexpressi-
on fiihrt. Im Gegensatz hierzu weisen SP7-
defiziente Méuse eine normale Expression
von RUNXz auf [39]. Das Fehlen von SP7
blockiert vollstindig die Entwicklung
des mineralisierten Knochengewebes als
Funktion der Osteoblasten, wobei die Kal-
zifizierung des hypertrophierten Knor-
pels davon unberiihrt bleibt [39]. SP7 in-
teragiert mit dem nukledren Faktor der
aktivierten T-Zellen 1 (NFATC1) und bil-
det einen Komplex, der den Promotor des
a1(I)-Kollagengens kontrolliert und somit
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fiir die Funktion der Osteoblasten essen-
tiell ist [30].

Die kanonische
WNT-Transduktionskaskade

WNT-Proteine sind sezernierte Glyko-
proteine, die fiir die normale Entwicklung
und Homéostase von unterschiedlichen
Geweben, u. a. auch des Knochengewebes,
von besonderer Bedeutung sind. ,WNT*
(sprich ,wint“) setzt sich zusammen aus
dem ,WG* fur ,wingless“ und ,INT1
Die Bezeichnung ,wingless“ stammt aus
den Studien an der Fruchtfliege Droso-
phila melanogaster, in der Mutationen im
Wingless-Gen zu einer fliigellosen Vari-
ante der Fliegen fithren. Die Aktivierung
des INT1-Gens (heute WNT1) fordert bei
Miusen die Entwicklung von Brustkrebs.

Die WNT-Transduktionskaskade hat 3
wichtige Funktionen in der Knochenbil-
dung, ndmlich die Festlegung der Osteo-
und Chondroprogenitordifferenzierung,
die Stimulierung der Osteoblastenproli-
feration und die Blockierung der Apop-
tose in den Osteoblasten und Osteoklas-
ten (B Abb. 3). Die Entwicklung der Os-
teoklasten wird dabei indirekt beeinflusst,
indem WNT die Expression der Faktoren
RANKL und OPG in den Osteoblasten
reguliert (B Abb. 3, [50]). Der WNT-Si-
gnalweg ist in allen zelluldren Entwick-
lungsstufen der Osteoblasten, der ,,Bone-
lining-Zellen* und der Osteozyten [19] ak-
tiv und wird zusétzlich verstarkt aktiviert
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wihrend der mechanischen Belastung des
Knochens und wihrend der Frakturhei-
lung [5, 44].

WNT-Proteine aktivieren unterschied-
liche Signaltransduktionswege durch die
Bindung an die Rezeptoren LRP5 (LDL-
receptor-related protein 5) oder LRP6 und
eines der 10 bekannten Proteine namens
Frizzled (FZD) [56].

== Der kanonische Signaltrans-
duktionsweg ist einer der 3
Wege der WNT-vermittelten
Aktivierung und ist bis dato am
besten untersucht (8 Abb. 4).

Dieser Weg beinhaltet die LRP5/6-FZD-
vermittelte Stabilisierung des zytoplas-
matischen Proteins B-Catenin, das infol-
ge in den Nukleus transponiert wird und
unterschiedliche Transkriptionsfaktoren,
darunter TCFy (T-cell factor 7) und LEF1
(lymphoid enhancer factor 1) sowie TCF7/
LEF2, aktiviert.

Experimentelle Studien konnten klar
belegen, dass die Inaktivierung des WN'T-
Rezeptors LRPs5 zu einer signifikanten Re-
duktion der Knochenmasse fiihrt, wih-
rend eine Verstirkung der LRP5-Rezep-
torfunktion das Gegenteil bewirkt, nam-
lich eine verstarkte Differenzierung der
MSC zu Osteoblasten, eine Reduktion
der osteoblastiren und osteozytiren
Apoptoserate und eine signifikante Steige-
rung der Knochenmasse [1, 27, 35]. In dhn-
licher Form wurden auch andere Bestand-

' Osteozyt

olC)

Abb. 2 € Schematische
Darstellung der transkrip-
tionellen Kontrolle der Os-
teoblasten- und Chondro-
zytendifferenzierung (spit-
ze Pfeile Induktion, stumpfe
Pfeile Inhibition, blau Kon-
trolle auf der Transkripti-
onsebene, rot posttranslati-
onale Kontrolle)

teile der WNT-Transduktionskaskade
[z. B. WNT1ob, B-Catenin, TCF1, APC,
Axin-2, ,secreted frizzled-related protein
1“ (SFRP1), SFRP4 und Dickkopf-homo-
log 1 (DKK1)] untersucht und haben ein
einheitliches Bild der Funktion dieses Si-
gnaltransduktionsweges in der Knochen-
bildung heraus kristallisiert. Zudem haben
sich einige neue Hinweise tiber die syner-
gistische Interaktion des WNT-Weges und
der bereits beschriebenen Transkriptions-
faktoren RUNX2 und SP7 ergeben [9, 21,
24, 45]. Der kanonische WNT-Signalweg
kann durch Interferenz mit dem Rezep-
torkomplex LRP5/FZD inhibiert werden.
Die Faktoren DKK1 und Sklerostin kont-
rollieren auf diese Weise die Differenzie-
rung der Osteoblasten und die Knochen-
masse (B Abb. 3, [34, 37]). Auf dhnliche
Art und Weise verhindert der 16sliche Li-
gand SFRP1 durch extrazelluldres Abfan-
gen des WNT sein Andocken an den Re-
zeptorkomplex (8 Abb. 3, 4) LRPs/FZD.

Der WNT-Signalweg in
der Frakturheilung

Viele Forscher widmeten sich bereits der
Erkundung der Pathogenese der Pseud-
arthrosen und konnten einige allgemein
anerkannte Ursachen der defizienten
Knochenbruchheilung identifizieren [18].
Morphologisch werden Pseudarthrosen
in 3 unterschiedliche Typen unterteilt
[46]. Hypertrophe Pseudarthrosen sind
durch eine vitale periostale und endosta-



le Knochenbildung charakterisiert, ohne
dass der Frakturspalt knochern tber-
briickt werden kann. Die Tatsache, dass
diese Pseudarthrosen nach suffizienter
Frakturspaltkompression und Stabilisie-
rung in der Regel ausheilen, spricht fiir
die unzureichende Stabilitét als wesent-
lichen pathogenetischen Faktor dieser
Pseudarthrosenform [22]. Oligotrophe
oder atrophe Pseudarthrosen sind durch
unzureichende Kallusbildung gekenn-

Differenzierung

anderer Zelltypen WNT108

WNT1/3A

2l
vV
|

Osteoprogenitor

WISP1
BMP2

DKK1

Préosteoblast . WNT1/3A +—— SFRP

zeichnet und kommen meistens im Zu-
sammenhang mit einer lokalen Gewebs-
zerstorung durch ein Hochrasanztrauma
oder einer anderen Ursache (z. B. Rau-
chen) vor. Frithere Annahmen, atrophe
Pseudarthrosen kénnten durch eine un-
zureichende lokale Durchblutungssituati-
on zustande kommen, wurden durch neu-
ere Untersuchungen z. T. widerlegt, denn
atrophe und hypertrophe Pseudarthro-
sen weisen die gleiche Kapillardichte auf
[43]. Die Gruppe der Defektpseudarthro-
sen nimmt eine Sonderstellung ein, da sie
durch ungeniigenden Kontakt der Fraktu-
renden mit der Unféhigkeit des Kallusge-
webes den Defekt zu tiberbriicken (Defekt
kritischer Grofle) charakterisiert ist. Die
infektinduzierten Pseudarthrosen lassen
sich nicht ohne weiteres in dieses mor-
phologische Schema einordnen, da sie
morphologisch unterschiedliche Erschei-
nungsformen aufweisen kénnen.

Aufler den bereits bekannten und
gut untersuchten Erkrankungen mit ei-
ner Pradisposition zur Ausbildung von
Pseudarthrosen (Osteogenesis imper-
fecta, Neurofibromatose, fibrose Dyspla-
sie, lokalisierte kongenitale Pseudarthro-
sen) gibt es andere Faktoren, die durch
die Verdnderung des physiologischen Ge-
nexpressionsprofils der lokalen Zellen die
Entstehung von Pseudarthrosen begiins-
tigen kénnen. Dazu gehoren solche Subs-
tanzen wie COX2-Inhibitoren [51], Niko-
tin [49] und Kortikosteroide [47]. Inter-
essanterweise gibt es hartnickige Pseud-
arthrosen, die erst nach mehreren opera-
tiven Behandlungen und sehr langer The-
rapiedauer (operative Verbesserung der
Stabilitét, autologe Transplantation und
Applikation von Wachstumsfaktoren)
ausheilen [8]. In diesem Zusammenhang
entsteht nun die Frage, ob systemische
Storungen der Funktion bestimmter Zell-
typen fiir die Beeintrachtigung der Osteo-

) i ' DKK1
Differenzierter Osteoblast| . a - SFRP

/
RANKL/OPG

&«
WNT3A

Osteoklast

Osteozyt

WIF-1

WIF1

Abb. 3 A Einfluss des kanonischen WNT-Signalweges auf die Differenzierung der Osteoblasten. Die
WNT-Signalgebung ist essentiell fiir die Proliferation und die Differenzierung der osteoblastaren Vorstu-
fen und wirkt antiapoptotisch. DKK1, SFRP und WIF1 sind natiirliche Antagonisten der WNT-Proteine

genese bei sonst phianotypisch gesunden
Patienten verantwortlich sein konnten.
Hernigou u. Beaujean [20] belegten
in diesem Zusammenhang anhand einer
Untersuchung an 35 Patienten mit Pseud-
arthrosen eindrucksvoll, dass in den stro-
malen und hiamatopoetischen Komparti-
menten des Knochenmarks die Anzahl der
Progenitorzellen, die als Ursprung der kno-
chenbildenden Zellen gelten, im Vergleich
zum Normalkollektiv sowohl im Bereich
der Pseudarthrose, als auch im Bereich der
nicht frakturierten Beckenschaufeln signi-
fikant erniedrigt ist. Seebach et al. [48] wie-
sen spiter ebenfalls nach, dass die Anzahl
und die Proliferationskapazitit der mesen-
chymalen Stammzellen bei den Patienten
mit atrophen Pseudarthrosen signifikant
erniedrigt sind. Dariiber hinaus wurde in
der histologischen Studie von Lawton et al.
[32, 33] ein abnormer Phénotyp der Osteo-
blasten im Bereich von Pseudarthrosen
nachgewiesen, der durch eine verdnderte
Expression des Matrix-GLA-Proteins und
des Typ-III-Kollagens charakterisiert war.
Die Rolle der korrekten osteoblastaren
Differenzierung in der Frakturheilung
wurde von Chen et al. [5] in einem Maus-
modell detailiert untersucht. Die Autoren
konnten den Beweis erbringen, dass die

Expression von B-Catenin, des Hauptbe-
standteils der WNT-Transduktionskas-
kade, wahrend der ungestérten Fraktur-
heilung signifikant erhoht ist. Die p-Ca-
tenin-induzierte Aktivierung des intra-
nukledren TCF-Transkriptionsfaktors so-
wie die Expression zahlreicher WNT-Li-
ganden waren in den Osteoblasten und
Chondrozyten des Frakturkallus nach-
weisbar. Drei weitere Arbeitsgruppen
konnten ebenfalls belegen, dass die Ex-
pression zahlreicher Faktoren des WNT-
Signalweges wihrend der Frakturheilung
signifikant hoch reguliert wird [17, 29, 58]
und dass der ,WNT-inhibitory factor®
(WIEF) als negativer Feedbackmechanis-
mus die Aktivierung der WNT-Kaskade
steuert (8 Abb. 3, [29]).

Kakar et al. [26] zeigten, dass die ver-
stirkte Kallusbildung infolge einer syste-
mischen Behandlung mit PTH,_,, mit ei-
ner signifikanten Steigerung der Expres-
sion der WNT-Signalwegfaktoren (z. B.
B-Catenin, WNT4, WNT5A, WNTS5B,
WNT10B) vergesellschaftet ist und legten
die Vermutung nahe, dass die PTH-indu-
zierte Knochenneubildung aufgrund der
Steigerung der WNT- und B-Catenin-Si-
gnalgebung zustande kommt. Chen et al.
[5] konnten zusitzlich belegen, dass die
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Abb. 4 A Schematische Darstellung der kanonischen WNT-Signaltransduktionskaskade: Im Zytoplas-
ma findet der Abbau der phosphorylierten Form des 3-Catenin durch den GSK3/Axin/APC-Komplex
statt. Die Aktivierung des LRP-Rezeptors durch Andocken von WNT (und Bindung von FZD und DSH)
fuhrt zur Inaktivierung dieses Komplexes. Die aktive phosphorylierte Form des B-Catenin kumuliert
im Zytoplasma und gelangt in den Zellkern. Hier findet die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren TCF
und LEF durch spezifische Bindung von B-Catenin statt, die ihrerseits die Transkription der Osteoblas-

tenmarkergene steuern

Behandlung der Méuse mit stabilisier-
ten Tibiafrakturen mit dem WNT-Inhibi-
tor DKK1 zu einer Inhibierung der WNT-
Transduktionskaskade und des gesamten
knochernen Heilungsprozesses fiihrt.

Konkordante Ergebnisse wurden auch
bei Miusen mit Null- oder inaktivierten
B-Catenin-Allelen beobachtet. Mause, die
dagegen eine aktivierte Form des -Ca-
tenin-Allels exprimierten, wiesen eine
deutlich verstarkte Kallusbildung auf. Die
WNT-Signalgebung induziert wahrend
der Frakturheilung auch die Expression
von WISP1 (WNT-induced protein 1 [16]).
Obwohl WISP1 per se keinen Einfluss auf
die Differenzierung der Osteoblasten be-
sitzt, stellt es eine wichtige Verbindung
zum BMP2-Signalweg dar. WISP1-iiber-
exprimierende Zellen zeigen nach der
Behandlung mit BMP2 eine 13- bis 14fach
hohere Aktivitit der ALP im Vergleich zur
Negativkontrolle [16].

== Somit scheinen synergistische Effekte
der WNT- und BMP2-Signalgebung
in der Frakturheilung eine
entscheidende Rolle zu spielen.
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Basierend auf diesen Ergebnissen ldsst
sich schlussfolgern, dass die WNT/B-Ca-
tenin-Signalgebung fiir die Differenzie-
rung der Osteoblasten wihrend unter-
schiedlicher Stadien der Frakturheilung
essentiell ist.

Unsere Forschungsgruppe untersuchte
die osteoblastire Differenzierungskapazi-
tt der Zellen in Patienten mit therapiere-
fraktiren Pseudarthrosen und in einer ver-
gleichbaren Population gesunder Proban-
den [23]. Die Hypothese, dass osteoblastire
Zellfunktionen sich in beiden Gruppen si-
gnifikant unterscheiden, wurde anhand
der Untersuchung der Zellproliferation
und -vitalitét, der Formation der ALP-po-
sitiven und der mineralisierten ,,colony
forming units“ (CFU) sowie der globalen
Genexpression, des so genannten Transk-
riptoms, untersucht. In dieser Studie konn-
ten wir nachweisen, dass die Aktivitét der
ALP (frither Marker der osteoblastiren
Differenzierung) in beiden Gruppen kei-
ne signifikanten Unterschiede ergab. Da-
gegen waren unter identischen Kulturbe-
dingungen die Zellproliferation und die
Bildung der mineralisierten CFU in den
Osteoblastenkulturen von Pseudarthrose-
patienten signifikant reduziert. Diese Be-

funde waren mit signifikanten Unterschie-
den der Expression zahlreicher Gene ver-
gesellschaftet, die in die Signaltransduk-
tionskaskaden der kanonischen WNT-
, IGF-, TGF-f- und FGF-Wege involviert
sind (B Tab. 1). Einige fiir die osteoblasta-
re Differenzierung essentielle Faktoren wa-
ren in den Osteoblastenkulturen der Pseu-
darthrosengruppe signifikant herunter re-
guliert (B Tab. 1).

Unsere Ergebnisse wurden kiirzlich
von Bajada et al. [2] auf der Ebene der
osteoblastiren Vorlduferzellen ebenfalls
im humanen Modell verifiziert. Die Au-
toren fanden heraus, dass die osteogene
Differenzierungsfahigkeit der stroma-
len Zellen aus dem Bereich der atrophen
Pseudarthrosen (nonunion stromal cells,
NUSC) im Vergleich zu den stroma-
len Knochenmarkzellen (BMSC) gesun-
der Probanden signifikant reduziert ist.
Zusitzlich wurden deutlich erhéhte Ra-
ten an seneszenten Zellen in der Pseud-
arthrosengruppe festgestellt. Die Sekreti-
on des WNT-Inhibitors DKK1 war in der
Pseudarthrosengruppe ebenfalls signifi-
kant erhoht. Die Behandlung der gesun-
den BMSC-Kulturen mit konditioniertem
Medium aus den NUSC-Kulturen fiihrte
zur Inhibierung der osteoblastiren Diffe-
renzierungsvorginge, im dhnlichen Aus-
mafl wie die reine Behandlung mit re-
kombinantem DKKu. Die Blockierung des
WNT-Weges durch erhohte Sekretion von
DKXKi1 kénnte eine wichtige Erklarung der
gestorten osteoblastiren Differenzierung
darstellen. Beide Studien legen somit na-
he, dass die weitere Erforschung der Rolle
des kanonischen WNT-Signalwegs in der
Frakturheilung von immenser klinischer
Bedeutung ist und dies neue Perspektiven
fiir die Therapie der gestorten Frakturhei-
lung und fiir das ,tissue engineering® des
Knochengewebes er6ffnen konnte.

TGF-f und BMP - ein Link
zum WNT-Signalweg?

Der ,transforming growth factor-B“
(TGEF-p) ist ein potenter Regulator des
Zellwachstums. TGF-p wird von den Os-
teoblasten sezerniert und in das Osteoid
eingebettet. Wihrend der Resorptions-
phase der Frakturheilung wird die akti-
vierte Form des TGF-p freigesetzt und re-
guliert die Proliferation und die Differen-
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Tab. 1

Auswahl einiger differenziell exprimierter Gene in Osteoblastenkulturen von

Pseudarthrosepatienten [23]. Die Zahlen geben das xfache der Expression im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe an

WNT-Pathway

LRP5 (low density lipoprotein receptor-related protein 5) -1,4
CTTNB1 (B-Catenin) -2,1
TCF7 (transcription factor 7) -2,3
WISP2 (WNT1 inducible signaling pathway protein 2) =23
WISP3 (WNT1 inducible signaling pathway protein 3) 13,2
NOV (nephroblastoma overexpressed gene) =37
TGF-B/BMP-Pathway

TGFB2 (TGF-B2) -2,1
BMP4 (bone morphogenetic protein 4) -259
COMP (cartilage oligomeric matrix protein) -2,7
TNC (Tenascin C) -2,8
FGF-Pathway

FGF1 (fibroblast growth factor 1) 5,5
FGFR?2 (fibroblast growth factor receptor 2) -7,5
FYN (FYN oncogene related to SRC) -23
Andere relevante Wachstumsfaktoren

PDGF (platelet derived growth factor) —4,4
IGF2 (Insulin-like growth factor 2) -12,5
IGF3 (Insulin-like growth factor 3) -3,0
IGF5 (Insulin-like growth factor 5) =32
OGN (Osteoglycin) -114
VEGFB (vascular endothelial growth factor B) +2,6
Gene der Gene Ontology ,skeletal development”

ENT (engrailed homeobox 1) +5,1
TWISTT (twist homolog 1) -2,1
TOBT (transducer of ERBB2, 1) -2,1
CTNNB1 (Catenin 1) -2,1
TGFB2 (transforming growth factor, -2) -2,1
OPG (Osteoprotegerin) -23
COMP (cartilage oligomeric matrix protein) -2,7
HOXAT11 (homeobox A11) -29
HDAC4 (histone deacetylase 4) -29
FOXCT (forkhead box C1) -3,0
PTGER4 (Prostaglandin E receptor 4) —4,1
CLEC3B (C-type lectin domain family 3, member B) -7,5
MGP (matrix Gla protein) -83
IGF2 (Insulin-like growth factor 2) -124
BMP4 (bone morphogenetic protein 4) =259

zierung der Osteoblasten und ihrer Vor-
lduferzellen.

»Bone morphogenetic proteins“ (BMP)
sind eine Gruppe von Wachstumsfaktoren
mit osteo- und chondroinduktiven Eigen-
schaften, wovon einige zur TGF--Super-
familie (z. B. BMP2 bis 7) gehoren. Die
Regulation der TGF-p und BMP-Signale
erfolgt nach der Aktivierung spezifischer
TGF-B- und BMP-Rezeptoren (TGFBR,
BMPR) intrazellular iiber Smad-Proteine,
von denen bis heute acht Varianten be-
schrieben wurden (Smad 1-8). Entspre-
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chend ihrer Struktur und Funktion wer-
den die Smad-Proteine in 3 Subgruppen
eingeteilt. Extrazellular wird die BMP-Si-
gnalkaskade iiber eine ganze Familie se-
zernierter BMP-Antagonisten (z. B. nog-
gin, chordin, gremlin) reguliert.

Die Behandlung der Osteoblasten mit
BMP2 fiihrt nicht nur zu einer Hochre-
gulation der Genexpression unterschied-
licher WNT-Liganden (z. B. WNT7A
und WNT10B) und deren Rezeptoren
(z. B. FZD und LRP10), sondern auch zu
einer Steigerung der p-Catenin-vermit-

telten Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors TCF [6]. Wahrend der BMP2-indu-
zierten ektopen Osteogenese in der Mus-
kulatur fithrt die Suppression der kano-
nischen WNT-Kaskade mittels DKK1 zu
einer massiven Reduktion der Knochen-
bildung, im dhnlichen Ausmafd wie bei
einer Inaktivierung des f-Catenin-Allels
[6]. Eine Uberexpression von B-Catenin
und WNT3A in C3HioT1/2-Zellen fiihrt
wihrend einer Behandlung mit BMP2 da-
gegen zu einer signifikanten Steigerung
der Chondrogenese, des frithen Stadiums
der Knochenneubildung [15]. Eine mog-
liche Verbindung zwischen der BMP- und
der WNT-Transduktionskaskaden stellt
(abgesehen zu WISP1, s. oben) zum einen
das Molekiil Smad4 dar, dessen intranuk-
ledre Spiegel und die Interaktion mit -
Catenin und TCF/LEF1 nach der Behand-
lung mit BMPz2 signifikant gesteigert wer-
den [15]. Zum anderen beschrieben Hus-
sein et al. [25] eine wichtige Rolle der ge-
meinsamen Aktivierung des MSX2-Pro-
motors durch Smad4 (BMP-Signalweg)
und LEF1 (WNT-Signalweg).

Fazit fiir die Praxis

Die korrekte Regulation der Osteoblas-
tendifferenzierung wahrend der Frak-
turheilung ist komplex und in ihrer Ge-
samtheit noch nicht vollstandig verstan-
den. Die Transkriptionsfaktoren RUNX2
und SP7 sind dabei von besonderer Be-
deutung und kénnen als Mastergene der
Osteoblastendifferenzierung betrachtet
werden. Der kanonische WNT/B-Catenin-
Signalweg spielt wahrend des Knochen-
wachstums und wahrend der Frakturhei-
lung fiir die Aktivierung der osteoblasta-
ren Differenzierungsvorgange eine her-
ausragende Rolle. Die Erforschung des
WNT-Signalweges konnte neue Perspek-
tiven in der Behandlung der Knochen-
bruchheilungsstorungen und fiir das, tis-
sue engineering” des Knochengewebes
erdffnen.
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