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We all have dreams. But in order to make dreams come into reality, it takes an awful lot

of determination, dedication, self-discipline, and effort.

James Cleveland “Jesse” Owens (Amerikanischer Leichtathlet, 1913-1980)
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Zusammenfassung: Besonders in der Orthopadie und Unfallchirurgie ist die
Thromboseprophylaxe nach Operationen sehr wichtig, da bei Immobilisation ein
deutlich erhohtes Risiko zur Entwicklung einer vendsen Thromboembolie besteht. Bis
vor einigen Jahren wurden hierzu vor allem niedermolekulare Heparine wie Enoxaparin
verwendet. Seit 2008 ist allerdings nach Huft- und Kniegelenksersatz auch der orale
Faktor Xa-Antagonist Rivaroxaban zugelassen. Rivaroxaban hat Vorteile in der
pharmakokinetischen und -dynamischen Wirkungsweise. In dieser Arbeit wurde die
Wirkung der beiden genannten Antikoagulantien auf die osteogene Differenzierung
mesenchymaler Stromazellen und damit auf einen Teil der Knochenheilung untersucht.
Hierzu wurden humane mesenchymale Stromazellen drei Wochen in vitro mit drei
Konzentrationen von Rivaroxaban oder Enoxaparin und entsprechenden Kontrollen
ohne Wirkstoff osteogen differenziert. Zu drei definierten Zeitpunkten (Tag 7, 14, 21)
wurden jeweils die Proliferation sowie per quantitativer real-time reverse Transkriptase
Polymerase Kettenreaktion die Genexpression und durchflusszytometrisch die
Oberflachenexpression osteogener Marker bestimmt. Aulerdem wurde die Ausbildung
des osteogenen Phanotyps mittels Anfarbungen der Alkalischen Phosphatase und
Alizarin-Rot-positiver Kalzifizierungen untersucht. Unter Einfluss von Enoxaparin zeigte
sich nach 7 Tagen osteogener Differenzierung ein signifikanter Anstieg der
Proliferationsrate. AuRerdem wurde sowohl die Expression von osteogenen Markern
auf Genebene (unter anderem bone morphogenic protein 2, Osteocalcin, runt-related
transcription factor 2), als auch die Ausbildung von fir die osteogene Differenzierung
wichtiger Oberflachenmolekile (CD92, CD49e, CD10) unter Enoxaparin gehemmt. Im
Vergleich dazu hatte Rivaroxaban keinen Einfluss auf die Proliferationsrate und
weniger Effekte auf die Gen- und Protein-Expression. Die Farbung der Alkalischen
Phosphatase zeigte an Tag 7 und 21 unter Einfluss der héchsten Konzentration von
Enoxaparin eine signifikant verminderte Farbeintensitat. Fir Rivaroxaban zeigte sich
nur an Tag 7 unter Einfluss der hdchsten Konzentration eine im Vergleich zur Kontrolle
geringere Farbeintensitat. Die Anfarbung der Kalzifizierungen mit Alizarin-Rot zeigte
wiederum nach Zugabe von Enoxaparin eine signifikante Verringerung der
Farbeintensitdt an Tag 21, wahrend Rivaroxaban keinen Einfluss hatte. Diese
Ergebnisse bestatigen bisherige Studien, die einen negativen Einfluss von Enoxaparin
auf den Knochenstoffwechsel beschreiben. Fur Rivaroxaban ist dieser Einfluss in
geringerem Malde oder gar nicht vorhanden. In der vorliegenden Studie konnte dies fr
die frihe Phase der Knochenheilung gezeigt werden. Ob sich diese in-vitro Ergebnisse
im klinischen Alltag wiederspiegeln, missen weitere Studien zeigen, die die
Auswirkungen der beiden Antikoagulantien in vivo und klinisch randomisiert unter

physiologischen Bedingungen testen.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Gerinnung und Thromboseprophylaxe

1.1.1. Notwendigkeit einer Thromboseprophylaxe

Bei einer Thrombose handelt es sich um eine im menschlichen Gefalsystem
ablaufende, lokalisierte Gerinnung von Blutbestandteilen. Sie tritt am haufigsten im
venosen Bereich auf, kann aber auch arteriell oder kardial entstehen. Die Ursachen
wurden von Rudolf Virchow mit drei pathogenetischen Faktoren beschrieben. Diese
lauten  Gefallwandveranderungen, Blutstromveranderungen und  veranderte
Blutzusammensetzung mit gesteigerter Gerinnungsaktivitit (Thrombophilie) *. Bei den
vendsen Thrombosen kommen tiefe Venenthrombosen (TVT) in den Bein- und
Beckenvenen am héaufigsten vor (>90% aller venésen Thrombosen) % Durch die
Gerinnung des Blutes kann es zum kompletten oder partiellen Gefallverschluss
kommen. In der Folge entstehen ein Rickstau des Blutes und eine Steigerung des
vendsen Druckes, wodurch sich Odeme entwickeln kénnen. Es kommt zu Schwellung,
Uberwarmung, zyanotischer Verfarbung der Haut und Schmerzen. Typische klinische
Zeichen einer Unterschenkelthrombose sind der Wadenkompressionsschmerz (Meyer-
Zeichen), Schmerz bei Dorsalflexion des Fufles (Homann-Zeichen), Druckschmerz im
Bereich der medialen FuRsohle (Payr-Zeichen) und eine vermehrte Venenzeichnung
(Pratt'sche Warnvenen) ®. AuRerdem kénnen Dysfunktionen der Venenklappen und
eine sekundare Varikosis entstehen, da das Blut retrograd uber einen
Kollateralkreislauf in die oberflachlichen Venen stromt. Als Komplikation kann es zur
Losung eines Thrombus kommen, welcher als Embolus in andere Teile des
Gefallsystems gelangen und diese verschlielten kann. Dieser Vorgang wird als venodse
Thromboembolie (VTE) bezeichnet. Ein Verschluss im pulmonalarteriellen
Gefallsystem ist eine Lungenembolie (LE). Diese kann eine Rechtsherzinsuffizienz und
ein Rechtsherzversagen zur Folge haben und letal enden. Ungefahr 80 % der tddlichen
Lungenembolien treten sogar ohne vorherige klinische Thrombosezeichen auf *.
Weitere Komplikationen einer Thrombose sind das postthrombotische Syndrom und
die Phlegmasia coerulea dolens, bei der durch Verschluss aller Venen einer Extremitat

mit nachfolgender Odembildung auch das arterielle GefaRsystem komprimiert wird °.
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Die VTE ist nach Herzinfarkt und Schlaganfall die dritthaufigste kardiovaskulare
Erkrankung. Cohen et al. gaben fir Europa nach einer Studie in sechs europaischen
Landern (Deutschland, Frankreich, GroRbritannien, Spanien, Italien und Schweden) bei
insgesamt 310,4 Millionen Einwohnern die Inzidenz des Auftretens einer nicht todlich
verlaufenden TVT mit 148 pro 100.000 Personenjahre an. Fur das Auftreten einer LE
wurden 95 auf 100.000 Personenjahre festgestellt. AuRerdem wurde beschrieben,
dass (Uber ein Jahr verteilt) 370.012 Todesfalle auf VTE zurlickzuflihren sind, was
12 % aller Todesflle in den sechs untersuchten Léndern ausmacht °. International
wird die VTE-Inzidenz mit etwa 70-200 pro 100.000 Personenjahre angegeben (120 in
der Q-VTE Studie). Bei ca. 62 % der Falle konnte hierbei in der kanadischen Q-VTE-
Studie ein Risikofaktor gefunden werden, Uber 29 % hatten sogar mehr als einen
Risikofaktor ’. Die Identifikation dieser Risikofaktoren und die Entscheidung fiir eine

Thromboembolieprophylaxe sind somit entscheidend fir das Outcome der Patienten.

Bei der ven6sen Thromboembolieprophylaxe unterscheidet man zwischen Primar- und
Sekundarprophylaxe. Ziel bei der Primarprophylaxe ist, eine Thrombose bei Patienten
mit einem erhdhten Risiko zu verhindern. Bei der Sekundarprophylaxe soll das
Auftreten einer erneuten Thrombose verhindert werden. Das individuelle
Thrombose-Risiko setzt sich hierbei aus expositionellen (zeitlich begrenzten) und
dispositionellen (patientenspezifischen, dauerhaften) Risikofaktoren zusammen °©.

Beispiele fir beide Gruppen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Zusammensetzung des individuellen Thrombose-Risikos. Beispiele fir
expositionelle und dispositionelle Risikofaktoren.

Expositionelle Risikofaktoren Dispositionelle Risikofaktoren

Art und Umfang eines operativen Eingriffs Angeborene/ Erworbene Stérung im Gerinnungssystem
Art und Umfang eines Traumas Hormonell: Schwangerschaft, Ostrogen-, Steroideinnahme
Akute Krankheit mit Immobilisation Adipositas

Immobilisation anderer Ursache (Reisen, Ld&hmung...) Tumorzerfall bei maligner Erkrankung

Erhohte Blutviskositat: Exsikkose, Polyglobulie

Lokale Abflussbehinderung

Stattgehabte TVT/ LE

Je nach Vorhandensein dieser Risikofaktoren werden die Patienten in die drei
Risikogruppen niedrig, mittel und hoch eingeteilt, wobei als MaR3stab flr die Einteilung
das Auftreten einer VTE ohne Prophylaxe angewendet wird 8. Beispiele fiir die
Einteilung in die drei Risikokategorien bei operativer Versorgung sind in Tabelle 2

dargestellt. Die Indikationsstellung fur Art und Umfang einer Prophylaxe erfolgt dann
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individuell unter Abwagung der Vor- und Nachteile einer Therapie. Blutungen sind
hierbei die haufigsten Komplikationen einer medikamentdsen Thromboembolie-
prophylaxe °.

Tabelle 2: Risiko fiir eine venése Thromboembolie (VTEg bei Operationen. Beispiele fir die
Einteilung in die drei Risikokategorien (niedrig, mittel, hoch).

Risiko fiir eine venése Thromboembolie (VTE)

niedrig mittel Hoch

GrolRe Op an Wirbelsaule,
Becken, Hift-/Kniegelenk

GrolRe Op der Brust-,
Bauch- oder Beckenregion

Kleine Op

Langere Op

Gelenkubergreifende Op

Operation (Op) Kein/Geringer Weichteil- mit Immobilisation der

schaden t Extremitat besonders bei maligner
unteren Extremita oder entzindlicher
Erkrankung
Arthroskopische Op der Op bei Polytrauma

unteren Extremitat

Operationen sind ein haufiger Risikofaktor fir die Entstehung einer VTE. Nach einer
Operation ist die Durchfiihrung einer Thromboembolieprophylaxe daher essentiell um
eine VTE zu vermeiden. Ohne Thromboembolieprophylaxe betragt das Risiko nach
einer grof3en orthopadischen Operation der unteren Extremitat eine VTE zu erleiden
40-60 % '*". Dies zeigt, dass besonders orthopadische Operationen ein hohes Risiko
bergen. Mit dem Einsatz einer medikamentdsen Thromboembolieprophylaxe,
sogenannten Antikoagulantien, kann dieses Risiko deutlich gesenkt werden. Unter
Therapie mit Enoxaparin sinkt das Auftreten einer gréReren VTE nach
Huftgelenkstotalersatz auf 2,0 %, unter Einnahme von Rivaroxaban auf 0,2 %. In
Bezug auf die primaren Endpunkte, definiert als jede TVT, nicht-fatale LE und Tod,

sinkt das Auftreten auf 3,7 % unter Enoxaparin und 1,1 % unter Rivaroxaban 12,

Doch auch trotz Thromboembolieprophylaxe haben bei Entlassung aus dem
Krankenhaus immer noch ca. 30 % (25 - 40 %) der Patienten nach Huftgelenksersatz
eine asymptomatische TVT, die anhand bilateraler Venographie detektiert werden
kann. In einer 3-monatigen Follow-up Studie nach Operation entwickelten aber nur
1,3 - 3 % eine symptomatische VTE "°. Etwa 20 - 40 % der Pateinten entwickeln erst
nach Verlassen des Krankenhauses Thromben, die in einer Venographie
nachgewiesen werden kdnnen, wobei die meisten wiederum asymptomatisch sind ™.
Bis mindestens zum 35. postoperativen Tag nach Huftgelenksersatz bleibt das Risiko
einer spat auftretenden TVT jedoch hoch, wobei eine ambulante Fortfiihrung der
Thromboseprophylaxe mit Enoxaparin zu einer Reduktion des VTE-Risikos fiihrt "°.

Eine Langzeittherapie mit Rivaroxaban tber 31 - 39 Tage nach Huftgelenksersatz kann
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das postoperative Risiko fir eine symptomatische VTE im Vergleich zu einer

kurzzeitigen Enoxaparin-Anwendung (10 - 14 Tage) ebenfalls senken ™°.

Auch bei erhéhtem Risiko fir arterielle oder kardiale Thrombenbildung ist
gegebenenfalls eine langfristige Thromboembolieprophylaxe indiziert. Hierzu gehort
beispielsweise die dauerhafte Antikoagulation bei Vorhofflimmern, um die Gefahr eines
Schlaganfalls zu reduzieren'’. Neben dem prophylaktischen Einsatz sind
Antikoagulantien auch zur Behandlung von bereits entstandenen Thromben bei TVT

und LE ' oder zur akuten Therapie bei einem arteriellen GefaRverschluss ' indiziert.

1.1.2. Das Gerinnungssystem

Um die Wirkungsweise der verschiedenen Antikoagulantien zu verstehen, ist es
zunachst wichtig, die moglichen Angriffspunkte im Gerinnungssystem zu kennen. Das
Gerinnungssystem besteht aus der primaren und der sekundaren Blutstillung
(Hadmostase). Bei der primaren Hamostase kommt es zur Aggregation von
Blutplattchen (Thrombozyten), die den sogenannten Abscheidungsthrombus bilden.
Dieser entsteht an einem Defekt der Gefallwand (Endotheldefekt) und haftet dieser
an °. Die sekundare Hamostase besteht aus der plasmatischen Gerinnungskaskade.
Die Gerinnungsfaktoren liegen zunachst in inaktiver Form, als Proenzyme, vor. Die
Gerinnungskaskade wird entweder endogen Uber Kontaktaktivierung durch
Endothelschaden (intrinsisches System) oder exogen Uber einen Gewebeschaden
(extrinsisches System) aktiviert. Uber die Aktivierung mehrerer Gerinnungsfaktoren, die
als Serinproteasen ihre enzymatische Wirkung entfalten, kommt es zur Aktivierung des
Schliisselfaktors X, der gemeinsam mit aktiviertem Faktor V, Kalzium (Ca®") und
Phospholipiden (Pl) den Prothrombinase-Aktivator-Komplex bildet ?'. Dieser Komplex
aktiviert Prothrombin (Faktor Il) zu Thrombin (Faktor lla) ?*?®. Ein Molekiil Faktor Xa
fiihrt hierbei zu einer Bildung von (iber 1000 Molekiilen Thrombin ?*%°. Thrombin spaltet
wiederum  Fibrinogen, wodurch schliellich  Fibrin als Endprodukt der
Gerinnungskaskade entsteht. Das Fibrin stabilisiert den primaren

Thrombozytenthrombus durch zusatzlichen Einschluss von roten Blutkorperchen.

Das stabilisierte, unlosliche Fibrin wird wiederum von Plasmin, das vorher aus
Plasminogen entsteht, in 16sliche Bestandteile gespalten. Diesen Vorgang nennt man
Fibrinolyse. Normalerweise besteht ein Gleichgewicht zwischen Gerinnung und
Fibrinolyse. Bei der Entstehung einer Thrombose ist dieses Gleichgewicht zugunsten
der Gerinnung gestort. Ursachen kénnen die von Virchow beschriebenen, oben
genannten, pathogenetischen Faktoren sein'. Bei Strémungsverlangsamung,

pathologischer Veradnderung der Blutzusammensetzung oder Veranderung der

4
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Gefallwand kann es so auch ohne GefaRverletzung zu einer Aktivierung der
Gerinnungskaskade mit der Entwicklung eines Thrombus kommen. Auch eine
Verminderung des fibrinolytischen Potenzials kann die Entwicklung einer Thrombose

begiinstigen %

1.1.3. MaBRnahmen zur Prophylaxe vendser Thromboembolien

Zu den Basismaflinahmen zur Vorbeugung von vendsen Thromboembolien gehdéren
Frihmobilisation, zum Beispiel nach einer Operation, und die Durchfihrung von
Bewegungsibungen. Aulierdem kdnnen zusatzlich physikalische Mallnahmen, wie das
Tragen von Thrombose-Prophylaxe-Strimpfen, angewandt werden. Es wird vermutet,
dass durch den zirkularen Druck der Strumpfe die Geschwindigkeit und das Volumen
des Flusses in den tiefen Beinvenen erhoht, der Ruckfluss des Blutes zum Herzen
geférdert und dadurch die Entstehung von Thromben verhindert wird %°. Ab einem
mittleren bis hohen Thrombose-Risiko sind medikamentése Malinahmen indiziert.
Hierfir stehen verschiedene Gruppen von Antikoagulantien zur Verfiigung, die an

unterschiedlichen Stellen des Gerinnungssystems angreifen (siehe Abbilung (Abb.) 1).

Eine dieser Gruppen bilden die Heparine. Man unterscheidet zwischen
unfraktioniertem  (UFH) und  niedermolekularem  Heparin  (NMH).  Die
antikoagulatorische Wirkung von Heparin beruht auf einer Wirkverstarkung von
Antithrombin, wodurch besonders die aktivierten Gerinnungsfaktoren Il (Thrombin) und
X, in geringerem MaRe auch IX, XI und XlI, gehemmt werden ***'. Heparin bindet an
Antithrombin und steigert dadurch die hemmende Wirkung des Antithrombins. Bei
Heparinen, die aus mehr als 18 Zuckereinheiten bestehen (UFH), wird Uber die
Bindung an Antithrombin und eine zusatzliche Bindung an Thrombin sowohl Thrombin
als auch Faktor Xa gehemmt. Heparine, die kleiner als 18 Zuckereinheiten sind (NMH),
hemmen (ber die Bindung an Antithrombin fast ausschlieRlich Faktor Xa *. NMH sind
aktuell Mittel der Wahl zur peri- und postoperativen Thromboembolieprophylaxe und
auRerdem erste Wahl zur Therapie bei tiefer Becken- und Beinvenenthrombose ***.
Zu den NMH zahlen unter anderem Enoxaparin (Clexane®), Dalteparin (Fragmin®),
Certoparin (Mono-Embolex®) und Nadroparin (Fraxiparin®). Enoxaparin hat sich dabei
als gunstigste Losung gezeigt und wurde als Leitsubstanz definiert, wobei bisher keine
signifikanten Vorteile in der Wirkungsweise gegentuber den anderen NMH festgestellt
wurden *. Eine Alternative zu den NMH ist Fondaparinux. Hierbei handelt es sich um
ein synthetisches Heparin-Analogon, das ebenfalls tber eine Bindung an Antithrombin
wirkt, aber zu einer selektiven und starken Hemmung von Faktor Xa fiihrt % Alle

Heparine werden parenteral appliziert.
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Eine weitere Gruppe stellen die sogenannten neuen oralen Antikoagulantien dar. Ein
wichtiger Vertreter ist das Rivaroxaban (Xarelto®). Rivaroxaban ist ein selektiver und
direkter Faktor Xa-Inhibitor **®, Auf die Entwicklung und Wirkungsweise von
Rivaroxaban und Enoxaparin und den Vergleich mit anderen Antikoagulantien wird in

den folgenden Kapiteln noch intensiver eingegangen.

Daneben gibt es direkte Thrombin-Inhibitoren (DTls), wie zum Beispiel Dabigatran.
Dabigatran hemmt  direkt und  selektiv.  Thrombin und kann  zur
Thromboembolieprophylaxe nach Huft- oder Kniegelenkstotalersatz eingesetzt werden.
Es wird oral eingenommen *. Ein weiterer Vertreter aus der Gruppe der DTls ist
Melagatran, das allerdings wegen Leberschadigung nicht mehr zugelassen ist “.
Argatroban ist ein parenteraler DTI. In Abb. 1 sind die Angriffspunkte von Rivaroxaban,

Heparin und den DTls im Kontext der Gerinnungskaskade dargestellt.

Intrinsisches System Extrinsisches System

>

Z(a +Va + Ca?* + PI

Fibrinogen

Prothrombin () =— Thrombin (lla) —— \

¢ DTls Fibrin

Abb. 1: Angriffspunkte von Rivaroxaban, Heparin und direkten Thrombin-Inhibitoren
(DTls) auf die Gerinnungskaskade.

Uber das intrinsische und extrinsische System wird Faktor X aktiviert. Im Komplex mit Faktor
Va, Kalzium (Ca2+) und Phospholipiden (PIl) aktiviert Faktor Xa Prothrombin (II), so dass
Thrombin (lla) entsteht. Thrombin spaltet wiederum Fribrinogen, wobei Fibrin als Endprodukt
erreicht wird. Rivaroxaban und Heparin hemmen die Wirkung von Faktor Xa und fUhren somit
zu einer verminderten Bildung von Thrombin. Heparin hemmt zusatzlich auch Thrombin,
welches von den direkten Thrombin-Inhibitoren (DTls) selektiv gehemmt wird.

Zur langerfristigen Pravention von vendésen Thromboembolien bei vorhandener
Phlebothrombose oder zur Pravention systemischer Embolien bei Vorhofflimmern oder
kinstlichen Herzklappen ist haufig die Gabe von Kumarinderivaten indiziert. Diese
wirken  Uber eine Hemmung der Synthese (y-Carboxylierung) der
Vitamin-K abhéangigen Gerinnungsfaktoren (Faktor Il, VII, IX, X). Zu dieser Gruppe

gehdren Warfarin und das in Deutschland haufiger eingesetzte Phenprocoumon
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(Marcumar®) 4" Es gibt noch einige weitere Medikamente, die zur
Thromboseprophylaxe eingesetzt werden kénnen, auf die im Rahmen dieser Arbeit

jedoch nicht eingegangen werden kann.

1.1.4. Entwicklung und Eigenschaften von Enoxaparin

NMH wurden in den 1980er Jahren entwickelt. Sie werden durch chemische oder
enzymatische Depolymerisation von Heparin produziert 2, nachdem das urspriingliche
Heparin aus der Darmschleimhaut von Schweinen gewonnen wurde. Heparin wird bei
oraler Gabe nicht ausreichend resorbiert und muss daher parenteral, entweder
intravends oder subkutan, appliziert werden. Uber die Wirkverstarkung von
Antithrombin werden die Gerinnungsfaktoren Il (Thrombin) und Xa (wenig auch IX, XI
und Xll) gehemmt**'. NMH haben das UFH in den letzten Jahren bei vielen
Indikationen abgeldst. Durch ihre héhere Spezifitat fur die Hemmung von Faktor Xa
(via Antithrombin) werden Nebeneffekte, die durch die unspezifische Bindung an
andere Plasmaproteine auftreten kdnnen, vermieden. Dadurch ist beispielsweise das
Risiko einer Heparin-induzierten Thrombozytopenie (HIT) kleiner, welche durch eine
direkte Wechselwirkung des Heparins mit den Thrombozyten (HIT Typ I) oder durch
eine unspezifische Bindung von Heparin an Plattchenfaktor 4 (HIT Typ Il) entsteht.
Aulerdem ist die Halbwertszeit der NMH langer und somit ist eine ein- oder zweimal
tagliche Gabe ausreichend. Im Vergleich mit UFH wurde fir NMH in verschiedenen
Studien seit 1984 eine gute Wirksamkeit zur VTE-Pravention bei vergleichbarem

Blutungsrisiko festgestellt 2.

Ein Vertreter der NMH ist Enoxaparin, welches seit 1989 in Deutschland zugelassen
ist. Der Wirkstoff ist ein wasserldsliches Natriumsalz. Es liegt als Injektionslésung mit
verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen vor und wird subkutan appliziert. Die
Bioverfugbarkeit betragt 92 %. Im Blutkreislauf wird Enoxaparin zu etwa 80 % an
Plasmaproteine gebunden. Nach einmaliger Gabe wird die maximale Anti-Xa-Aktivitat
nach 3 - 5 Stunden erreicht. Bei Anwendung von 40 mg Enoxaparin einmal taglich wird
am zweiten Tag ein steady-state erreicht. Die therapeutische Plasmakonzentration von
Enoxaparin liegt zwischen 0,8 und 1,2 Internationalen Einheiten (I.E.)/ml, was einer
Plasmakonzentration von 8 bis 12 ug/ml (100 LLE. in 1mg) entspricht *. Die
Plasmahalbwertszeit liegt bei etwa 4,5 Stunden nach einmaliger Gabe bzw. 7 Stunden
nach mehrfacher Gabe. Enoxaparin wird hauptsachlich von der Leber metabolisiert

und abgebaut und zu 40 % Uber die Nieren eliminiert 3",

Enoxaparin besitzt ein breites Indikationsspektrum, sowohl zur VTE-Pravention

(prophylaktische Indikation) als auch zur Behandlung bei bereits vorhandenen
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Thromben (therapeutische Indikation). Aulterdem kommt es zur Gerinnungshemmung
wahrend der Durchfihrung einer Hamodialyse zum Einsatz, um die Koagulation in den
Schlduchen zu verhindern. In der Anwendung nach Myokardinfarkt zeigte sich
Enoxaparin gegenlber UFH U(berlegen. Das Risiko fur Tod oder erneuten
Myokardinfarkt ist bei Enoxaparin-Einnahme niedriger, ohne dabei das Blutungsrisiko

45

zu erhohen ™. Die Indikationen mit entsprechenden Dosierungen zur klinischen

Anwendung sind in Tabelle 3 aufgelistet *°.

Tabelle 3: Indikationen und entsprechende Dosierung fiir den Einsatz von Enoxaparin.
Dosierung Indikation
- Pravention von Thrombosen wahrend und nach Operationen bei Patienten mit

20 mg niedrigem/mittlerem Thrombose-Risiko

- individuell bei Hamodialyse

- Pravention von Thrombosen wahrend und nach Operationen bei Patienten mit hohem
Risiko

40 mg - Vorbeugung von Thrombosen bei nicht operierten Patienten mit mittlerem/hohem

Thrombose-Risiko

- individuell bei Hamodialyse

- Behandlung von tiefen Venenthrombosen mit oder ohne Lungenembolie
60, 80 oder 100 mg

- Behandlung bei akutem Myokardinfarkt

Zur Abschwachung der gerinnungshemmenden Wirkung von Enoxaparin,
beispielsweise bei Blutungskomplikationen, kann diese durch die intravenése
Applikation von Protamin antagonisiert werden. Dabei kann die Anti-Faktor-Xa-Aktivitat

nur bis maximal 60 % gehemmt werden °4’.

1.1.5. Entwicklung und Eigenschaften von Rivaroxaban

Bayer Health Care begann 1998 mit der Suche nach einem neuen Stoff, der eine hohe
Anti-Faktor-Xa-Potenz besitzt und gleichzeitig eine hohe orale Bioverfligbarkeit
aufweist. 1999 wurde Rivaroxaban als erster direkter Faktor Xa Inhibitor entdeckt %,
Damit entfaltet es seine Wirkung an einem Schlisselpunkt im Gerinnungssystem, an
dem sich intrinsisches und extrinsisches System kreuzen *°. Indem es sowohl die freie
als auch die Clot-gebundene Form von Faktor Xa hemmt, wird weniger Thrombin
gebildet. Damit wird zum Einen die plasmatische Gerinnung gehemmt und zum
Anderen indirekt auch die Thrombin-vermittelte Aggregation von Blutplatichen. Die

vorhandene Menge an Thrombin bleibt hierbei unbeeinflusst *°.

Im Rahmen von praklinischen Studien wurde zunachst in vitro die

gerinnungshemmende Wirkung von Rivaroxaban bestatigt **°'. AuRerdem wurde an
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Ratten, Hasen und Mausen in vivo ein venoses oder arterielles Thrombus-Wachstum

induziert, wobei gezeigt wurde, dass Rivaroxaban dieses Wachstum hemmt °"°2,

2002 begannen klinische Phase-I-Studien, die ein gutes pharmakokinetisches
und -dynamisches Profil sowie eine gute Vertraglichkeit von Rivaroxaban zeigten °*. Im
Blutkreislauf des Menschen wird es zu 92-95 % an Plasmaproteine gebunden, in erster
Linie an Albumin **. Rivaroxaban hat eine (iber 10.000-fach hoéhere Selektivitat fiir
Faktor Xa als fiir andere Serinproteasen **“. Die orale Bioverfiigbarbeit ist hoch. Sie
liegt bei Einnahme der 10 mg Dosis bei 80-100 %, ohne Wechselwirkungen mit
Lebensmitteln ¥. Bei Einnahme der 20 mg Tablette sinkt die Bioverfiigbarkeit aufgrund
schlechter Léslichkeit auf ca. 66 % °>*°. Nach der Einnahme setzt die Wirkung sehr
schnell ein, die maximale Plasmakonzentration wird nach 2-4 Stunden erreicht, gefolgt
von einem steady-state. Die Halbwertszeit liegt, abhangig vom Alter des Patienten,
zwischen 9 und 13 Stunden, wobei eine Einschrankung der Nierenfunktion die
Halbwertszeit verlangert ¥°°°". Rivaroxaban wird iber drei verschiedene Wege aus
dem Korper eliminiert. Etwa ein Drittel wird unverandert Gber den Urin ausgeschieden,
ein Drittel wird Uber die Niere verstoffwechselt und ein Drittel wird hepatobiliar
verstoffwechselt Uber den Faeces ausgeschieden °®*°°. Die maximalen
Plasmakonzentrationen bei einer taglichen Einnahme von 5 - 60 mg Rivaroxaban lagen
in Studien bei 40-400 ug/l, minimale Plasmakonzentrationen lagen bei
8-160 pg/l °°°'%2 Bei der einmal taglichen Einnahme von 10 mg Rivaroxaban, wie es
nach orthopadischen Operationen zur VTE-Prophylaxe indiziert ist, lag die

IGO

Plasmakonzentration bei 9 - 125 pg/l >*. Rivaroxaban zeigt eine vorhersehbare und

dosisabhangige Pharmakokinetik, die auch zwischen verschiedenen Patientengruppen

ahnlich ist 54534

. Ein regelmaRiges Monitoring ist daher nicht notwendig. Es gibt
jedoch  die  Moglichkeit Uber  Anti-factor-Xa  chromogenic  assays die
Plasmakonzentration von Rivaroxaban zu Uberprifen. Im Notfall kann auch die
Thromboplastinzeit (prothrombin time test, PTT) zur Uberprifung herangezogen

werden .

Derzeit gibt es mehrere Forschungsansatze, um Mdglichkeiten zu finden, mit denen in
Notfallsituationen die gerinnungshemmende Wirkung von Rivaroxaban unterbunden
werden kann. In vitro Untersuchungen zeigten, dass rekombinant aktivierter Faktor VII
und aktiviertes Prothrombin Komplex Konzentrat (enthdlt die aktivierten
Gerinnungsfaktoren I, VII, IX und X) die Gerinnungshemmung von Rivaroxaban zum

Teil, allerdings nur zu maximal 50 %, auflésen kénnen .
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Nach den klinischen Phase-I-Studien folgten insgesamt sechs Phase-II-
Dosisfindungsstudien, in die insgesamt mehr als 4000 Patienten eingeschlossen
wurden. Vier davon wurden unter dem Namen ODIXa (Oral Direct factor Xa)-
Programm durchgefuhrt, in dem verschiedene Konzentrationen von Rivaroxaban fur
die Pravention von VTE nach groRen orthopadischen Operationen (Knie- und

Hiiftgelenksersatz) eingesetzt wurden ©

. Es zeigte sich, dass 10 mg Rivaroxaban
einmal taglich postoperativ das beste Risiko-Nutzen-Verhaltnis aufweist °°. Auf dieser
Grundlage begannen 2005 mit dem RECORD (REgulation of Coagulation in major
Orthopaedic surgery reducing the Risk of DVT and PE)-Programm die Phase-IlI-
Studien. In vier grofRen randomisierten Doppelblind-Studien mit insgesamt 12.500
Patienten wurde die orale Einnahme von 10 mg Rivaroxaban mit der subkutanen
Anwendung von 40 mg Enoxaparin verglichen. Patienten erhielten bei der Operation
entweder einen Hiiftgelenksersatz (RECORD 1 und 2) oder einen Kniegelenksersatz
(RECORD 3 und 4). Es zeigte sich, dass Rivaroxaban bei ahnlichem Sicherheitsprofil
zur VTE-Prophylaxe besser wirksam war als Enoxaparin 2% Nach der
Verdffentlichung der Ergebnisse von RECORD 1 und 3 erfolgte 2008 die Zulassung
von Rivaroxaban in der EU und Kanada fir die VTE-Prophylaxe nach Huft- oder

Kniegelenksersatzoperation “.

Es wurden weitere Phase-llI-Studien durchgefiihrt, um den Einsatz von Rivaroxaban
fur andere Indikationen zu testen. In den EINSTEIN-Studien ging es um den Vergleich

E %% In der

von Rivaroxaban und Vitamin-K-Antagonisten zur Behandlung von VT
ROCKET AF (Rivaroxaban Once daily oral direct factor Xa inhibition Compared with
vitamin K antagonism for prevention of stroke and Embolism Trial in Atrial Fibrillation)-
Studie wurde Rivaroxaban zur Pravention von Schlaganfallen bei Patienten mit
Vorhofflimmern getestet *'. Bei der ATLAS (Anti-Xa-Therapy to Lower cardiovascular
events in addition to Aspirin with/without thienopyridine therapy in subjects with acute
coronary Syndrome)-Studie handelte es sich um eine Phase-II-Studie zur Dosisfindung
von Rivaroxaban beim Einsatz zur Sekundarpravention nach akutem Koronarsyndrom
in Kombination mit Aspirin (ASS) oder mit ASS und zusétzlich Clopidogrel, einem
Thrombozytenaggregationshemmer ’'. Des Weiteren wurde die MAGELLAN
(Multicenter, rAndomized, parallel Group Efficacy and safety study for prevention of
VTE in hospitalized medically ILL patients comparing rivaroxabAN with enoxaparin)-
Studie durchgeflihrt, die die Wirksamkeit von Rivaroxaban zur VTE-Prophylaxe bei
bettlagerigen internistischen Patienten untersucht hat 2.

Eine aktuelle, nicht interventionelle Phase-IV-Studie untersuchte im klinischen Setting

die Wirksamkeit und die Komplikationen von Rivaroxaban verglichen mit dem
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Krankenhausstandard beim Einsatz nach operativer Versorgung einer Fraktur der
unteren Extremitat. Sie lief unter dem Namen XAMOS (XArelto in the prophylaxis of
post-surgical venous thromboembolism after elective Major Orthopaedic Surgery of hip
or knee). Es zeigte sich drei Monate nach der Operation eine gute Wirksamkeit von
Rivaroxaban bei einer Inzidenz von 0,57 % flr symptomatische thromboembolische
Ereignisse, im Vergleich zu 1,14 % bei der Kontrollgruppe. GroRRere Blutungen traten
unter Einsatz von Rivaroxaban in 0,29 % der Falle auf und in 0,45 % der Falle bei

Einnahme eines anderen Antikoagulanz ™.

Die Indikationen, flr die Rivaroxaban aktuell zugelassen ist, und entsprechende

Dosierungen sind in Tabelle 4 zusammenfasst ™.

Tabelle 4: Indikationen und entsprechende Dosierung fiir den Einsatz von Rivaroxaban.

Dosierung Indikation
- Sekundarpravention nach akutem Koronarsyndrom (in Kombination mit ASS oder
2,5 mg; 2x/Tag )
ASS+Clopidogrel)
10 mg; 1x/Tag | - Pravention von VTE nach Huft- oder Kniegelenksersatz bei Erwachsenen
- Schlaganfall- und Emboliepravention bei Patienten mit Vorhofflimmern und Risikofaktoren
20 mg; 1x/Tag L )
- Behandlung und Sekundarpravention von TVT und LE

1.1.6. Vergleich zwischen den verschiedenen Antikoagulantien

Der perfekte Gerinnungshemmer sollte effizient wirken und keine Nebeneffekte, vor
allem wenig Blutungskomplikationen, auslésen. Wirksamkeit und Sicherheit sollten
mdglichst gleichermalien hoch sein. Fir eine gute Patientencompliance sollte er oral
einnehmbar sein und kein regelmafliges Monitoring bendtigen. Er sollte mit keinen
anderen Medikamenten oder mit Lebensmitteln interagieren und fir jeden Patienten
bei den gleichen Indikationen in der gleichen Dosierung einsetzbar sein %.
Rivaroxaban erflllt viele dieser Ziele, jedoch bieten auch andere Antikoagulantien

Vorteile, die ihren Einsatz bei bestimmten Indikationen rechtfertigt.

Die Vorteile von UFH sind die schnell und effizient einsetzende Wirkung, bei
intravendser Gabe innerhalb von Minuten, und die lange Erfahrung im klinischen
Einsatz °. Zudem hat sich der Einsatz bei Niereninsuffizienz bewahrt, da es wenig
akkumuliert, weil es auch Uber die Leber verstoffwechselt werden kann . Daher wird
UFH haufig im intensivmedizinischen Bereich eingesetzt, wo es kontinuierlich
intravends oder zwei- bis dreimal taglich subkutan appliziert werden kann ””. Allerdings
hat UFH viele Nebenwirkungen, denn nur 30 % der Inhaltsstoffe haben einen Effekt auf

die Antikoagulation "®. Uber unspezifische Proteinbindung kénnen so beispielsweise
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Thrombozytopenien (HIT | und I1) " oder auch Osteoporose %' (siehe Kapitel 1.2.5)
entstehen. Um Blutungskomplikationen zu vermeiden und die Wirkung zu Uberprifen
ist auRerdem regelmaRiges Labormonitoring mittels PTT nétig 2. UFH ist nicht
plazenta- und muttermilchgangig und daher auch wahrend Schwangerschaft und
Stillzeit anwendbar. Die Wirkung von UFH ist abhdngig vom Vorhandensein von

Antithrombin 2.

Im Gegensatz dazu treten beim Einsatz von NMH weniger Blutungskomplikationen und
weniger Nebenwirkungen auf, da weniger Plasmaproteine unspezifisch gebunden
werden **. Durch die langere Halbwertszeit und daher nur einmal am Tag benétigte
Applikation sind die NMH auRerdem fiir eine ambulante Therapie besser geeignet 2.
Durch die Notwendigkeit der subkutanen Applikation ist die Compliance der Patienten
aber geringer, als beispielsweise bei Rivaroxaban, das oral eingenommen wird. Durch
den immer kirzer werdenden Krankenhausaufenthalt der Patienten nach Operationen
besteht die Gefahr, dass die subkutane Injektion nach Entlassung nicht konsequent
durch den Patienten selber durchgefiihrt wird %. Ein weiterer Nachteil der NMH
gegenuber Rivaroxaban ist die indirekte Antikoagulation, da Antithrombin als Cofaktor
notwendig ist. Aufterdem werden von NMH keine Clot-gebundenen
t o

Gerinnungsfaktoren gehemm Da beide Medikamente zum Teil Uber die Niere

eliminiert werden, muss bei schwerer Niereninsuffizienz eventuell eine
Dosisanpassung erfolgen, da sonst Blutungskomplikationen auftreten kénnen ’°.
Beispiele fir die Vor- und Nachteile des Einsatzes von Rivaroxaban gegeniber dem

NMH Enoxaparin sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Beispiele fiir Vor- und Nachteile von Rivaroxaban und Enoxaparin.
Vorteile Nachteile

- orale Einnahme mit hoher Bioverfligbarkeit

-hemmt selektiv sowohl freien als auch Clot-
gebundenen Faktor Xa

Rivaroxaban - i i
-sehr gutes Wirksamkeits-/Blutungs-Verhaltnis noch keine Langzeitfolgen bekannt

- Monitoring schwierig

- schnelles Einsetzen der Wirkung - keine komplette Antagonisierung maéglich

- keine signifikante Akkumulation

- parenterale Applikation, geringere
Compliance

- Langzeitergebnisse im klinischen Einsatz
. - Risiko Heparin-induzierter Thrombozytopenie
Enoxaparin - gute Wirksamkeit bewiesen
- indirekte Wirkung, Antithrombin-abhangig
- rasche Antagonisierung mit Protamin méglich
- keine Hemmung von Clot-gebundenen
Gerinnungsfaktoren
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Fondaparinux ist ein Antithrombin-bindendes Pentasaccharid, welches die Anti-Faktor-
Xa-Aktivitat von Antithrombin ohne Effekte auf Thrombin verstarkt. Als synthetisches
Heparin-Analogon sollen Nebenwirkungen weiter minimiert werden, zum Beispiel ist
das HIT-Risiko sehr gering. In mehreren groRen randomisierten Doppelblind-Studien
wurde gezeigt, dass Fondaparinux Enoxaparin nach Huft- und Kniegelenksersatz
sowie nach Hiiftgelenksfraktur zur VTE-Prophylaxe (iberlegen ist *°. Im Vergleich mit
Rivaroxaban war Fondaparinux allerdings unterlegen. Unter Einsatz von Fondaparinux
wurden ein hdheres Auftreten symptomatischer VTEs (5,6 % zu 2,1 %) und eine
héhere Rate an groReren, signifikanten Blutungen (4,9 % zu 2,9 %) festgestellt %.
Besonders bei Patienten, die unter einer Niereninsuffizienz leiden, kann es vermehrt zu

Blutungskomplikationen kommen ®. Fondaparinux ist seit 2002 zugelassen.

Im Vergleich dazu sind Kumarine seit Gber 60 Jahren in Gebrauch. Sie waren bis vor
einigen Jahren die einzigen zugelassenen oralen Antikoagulantien *°. Allerdings bietet
ihre  Anwendung viele Nachteile, wie beispielsweise eine unvorhersehbare
Pharmakokinetik, ein langsames Ein- und Aussetzen der Wirkung, ein schmales
therapeutisches Fenster und viele Interaktionen mit Medikamenten oder Lebensmitteln.
Inter- und intraindividuelle Unterschiede in der Dosisreaktion filhren dazu, dass unter
standigem Monitoring der Gerinnung (INR-Kontrolle, international normalized ratio) die
Dosis bei jedem Patienten entsprechend angepasst werden muss. Der INR-
Zielbereich, in dem das beste Verhaltnis von Wirksamkeit zu Sicherheit festgestellt
wurde, liegt zwischen 2,0 und 3,0 *. Vorteil der Kumarine ist, dass sie bei
Blutungskomplikationen antagonisiert werden koénnen. Fur eine langsame
Antagonisierung stehen Vitamin K-Praparate (beispielweise Konakion®) zur Verfiigung.
Im Notfall kénnen direkt die Gerinnungsfaktoren, mittels Gabe von Frischplasma oder
Prothrombinkomplex-Konzentrat (PPSB), ersetzt werden. Nach Huft- und
Kniegelenksersatz zeigte sich der Einsatz von Enoxaparin im Gegensatz zum
Kumarinderivat Warfarin mit einer absoluten Risikodifferenz fir TVTs von 14,8 % bzw.

6 % Uberlegen, bei vergleichbarem Auftreten von Blutungskomplikationen "2,

Auch die direkten Thrombin-Inhibitoren (DTIs) wirken Antithrombin-unabhangig und
hemmen gebundenes und freies Thrombin. Zu den parenteralen DTls gehdrt Hirudin,
unter dessen Einsatz allerdings ein erhdhtes Blutungsrisiko festgestellt wurde und bei
dem individuelle Dosierung und Labormonitoring notwendig sind. Besser geeignet
zeigten sich in bisherigen Studien Argatroban oder Bivalirudin. Durch reversible
Bindung an Thrombin ist ihr Einsatz sicherer. Allerdings mussen diese DTls parenteral

appliziert werden 32%.
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Besonders orale DTls stehen momentan neben Rivaroxaban im Fokus der
Forschung *°. Ximelagatran wurde wegen Hepato- und Kardiotoxizitdt vom Markt
genommen “**' aber Dabigatran ist fir die VTE-Prophylaxe nach Hift- und
Kniegelenksersatz zugelassen worden %. Phase-lll-Studien laufen momentan. Vorteil
von Dabigatran ist ein schnelles Einsetzen der gerinnungshemmenden Wirkung, wobei
die maximale Plasmakonzentration schon 1,5 Stunden nach Einnahme erreicht wird .
Allerdings haben einige Studien gezeigt, dass Dabigatran zusatzlich den
antikoagulatorischen Effekt des Thrombin-Thrombomodulin/ Aktiviertes Protein C-
Systems hemmt, da es den negativen Feedback-Mechanismus verhindert. Dadurch
kann es zu unerwiinschter Hyperkoagulabilitdt kommen *. Im Vergleich zu den DTls
hemmt Rivaroxaban diesen negativen Feedback-Mechanismus Uber aktiviertes Protein

C nicht .

Ein Vergleich zwischen dem Kumarin Warfarin, dem DTI Ximelagatran, dem NMH
Enoxaparin, dem Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel und dem Faktor Xa-
Hemmer Rivaroxaban zeigte fir Rivaroxaban das beste Wirkungs-Blutungs-

Verhaltnis .
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1.2. Knochenstoffwechsel und Frakturheilung

1.2.1. Aufbau des Knochens

Ein erwachsener Mensch besitzt insgesamt 213 Knochen, die flr die Kérperstruktur,
die Bewegung, den Schutz innerer Organe, aber auch fir den Stoffwechsel wichtige
Funktionen ausiiben . Makroskopisch besteht das menschliche Skelett zu 80 % aus
kompaktem und zu 20 % aus spongiésem Knochen. Kompakter Knochen ist dicht,
stabil und peripher in den einzelnen Knochen gelegen. Wahrenddessen bildet
spongidser Knochen ein Netzwerk sich verzweigender Knochenbalkchen (Trabekel)
und befindet sich im Inneren der einzelnen Knochen. In den Zwischenrdumen befindet
sich Knochenmark oder Fettgewebe und durch die Ausrichtung der Trabekel wird eine
gute Stabilitat bei geringerem Gewicht erreicht. Beide Knochengewebearten bestehen
aus Osteonen. Osteone bestehen aus Knochenlamellen, die sich konzentrisch um eine
Lichtung, den so genannten Havers-Kanal, anordnen. Im Havers-Kanal befinden sich
Bindegewebe und Blutgefalie zur Versorgung des Knochens. AufRen ist der Knochen
von Periost umgeben, in dem BlutgefalRe, Nervenfasern und Knochenzellen zu finden
sind. Die innere Oberflache des Knochens ist von Endost bedeckt. Dieses steht mit
dem Knochenmark in Verbindung und enthdlt ebenfalls BlutgefaRe und

Knochenzellen °%,

Das Knochengewebe besteht zu 50-70 % aus einer festen mineralischen Phase, zu
20-40 % aus einer organischen Matrix, zu 5-10 % aus Wasser und zu <3 % aus Fetten.
Die mineralische Phase sorgt fur die Festigkeit des Knochens, da sie zum grofiten Teil
aus Hydroxylapatitkristallen (Ablagerungsform von Kalziumphosphat) besteht.
Auferdem enthalt sie kleinere Mengen Natrium und Magnesium. Die organische Matrix
besteht zu 90-95 % aus Typ-I-Kollagen, welches in Form von parallel angeordneten
Fasern in den Lamellen der Osteone fir Biege- und Zugstabilitéat sorgt. Nicht-kollagene
Proteine in der organischen Matrix sind beispielsweise Albumin, Alkalische
Phosphatase (ALP), Osteocalcin (OCN) und weitere, die fir den Knochenstoffwechsel

eine wichtige Rolle spielen *.

1.2.2. Osteogenese

Das Knochengewebe unterliegt einem standigen Umbau. Um seine Starke
beizubehalten, sich auf wechselnde Belastungen einzustellen und das Gleichgewicht
im Mineralienhaushalt aufrechtzuerhalten, wird es das ganze Leben lang standig
erneuert. Hierbei gibt es vier wichtige Zelltypen, die fir den Knochenstoffwechsel

entscheidend sind:  Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten, Osteozyten und
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Osteoklasten. Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten und Osteozyten sind verschiedene
Stufen eines Zelltyps. Sie entstehen aus pluripotenten mesenchymalen Stromazellen
(MSCs = mesenchymal stromal cells), die sich sowohl zu Knochen-, als auch zu
Knorpel-, Muskel- oder Fettzellen entwickeln kénnen '®. MSCs befinden sich im
Knochenmark, welches beim Erwachsenen noch im Becken und in den langen
Roéhrenknochen wie Femur und Tibia vorhanden ist. AulRerdem befinden sich einige
MSCs im Endost und Periost. Bei Frakturen werden die MSCs stimuliert, sodass sie
zum Verletzungsort wandern und sich Uber mehrere Schritte zu Knochenzellen
entwickeln (siehe Kapitel 1.2.3.). Zuerst werden sie zu Osteoprogenitorzellen (schmale
und hellkernige Vorlauferzellen). Diese kénnen sich dann weiter zu Osteoblasten
entwickeln (kubisch geformt und mit einem grofen hellen Kern). Osteoblasten
synthetisieren die Knochenmatrix, besonders das Typ-I-Kollagen, und kontrollieren die
Mineralisierung Uber die Synthese von OCN, Osteonektin und anderen Proteinen.
Osteoblasten, die in der Knochensynthese aktiv sind, bilden auRerdem vermehrt ALP.
Aus den Osteoblasten kénnen sich wiederum ruhende ausdifferenzierte Knochenzellen
(Osteozyten) entwickeln (siehe Abb. 2), die mit 90 % aller Knochenzellen den gréften

Anteil ausmachen. Sie unterstiitzen Knochenstruktur und -metabolismus %0101,

Auf die Entwicklung der MSCs zu Osteoprogenitorzellen und weiter zu Osteoblasten
haben verschiedene Signalwege einen Einfluss, wobei viele Details noch nicht
komplett verstanden und erforscht sind. Bekannt ist, dass der Bone morphogenic
protein (BMP)-Signalweg (TGFB-Superfamilie), der Wnt/B-Catenin-Signalweg und der
Notch-Signalweg eine Rolle spielen '®. Wahrend der osteogenen Differenzierung
andern dabei die Zellen ihre Form, Struktur und Funktion. Zu Beginn haben die Zellen
eine hohe Potenz zur Proliferation, die immer weiter abnimmt, je reifer die Zellen
werden. Das Differenzierungspotenzial nimmt im Vergleich dazu immer weiter zu
(siehe Abb. 2) "%,

INISC —— Osteoprogenitorzelle —— Fruher Osteoblast —— Reifer Osteoblast ——— Osteozyt

Proliferation —

Abb. 2: Osteogene Differenzierung.

Die Mesenchymale Stromazelle (MSC) entwickelt sich zur Osteoprogenitorzelle und dann
weiter zu Osteoblast und Osteozyt, wobei das Proliferationspotenzial tUber die Zeit abnimmt,
wihrend das Differenzierungspotenzial zunimmt "%
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Osteoklasten sind Zellen, die Knochen abbauen kdnnen. Sie entwickeln sich aus
hamatopoietischen Stammzellen der Monozyten-Makrophagen-Zelllinie. Unter Einfluss
des Macrophage colony-stimulating factor (= Monozytenkolonien-stimulierender Faktor,
M-CSF) und anderen Faktoren entsteht zunachst die Osteoklastenvorlauferzelle. Aus
dieser differenziert sich der, zuerst noch mononukleére (einkernige), Osteoklast. Durch
Fusion mehrerer mononuklearer Osteoklasten entsteht der fertige mehrkernige
Osteoklast '*
neben M-CSF auch der Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL) ' und

verschiedene Interleukine (IL-1, IL-6, IL-11) eine entscheidende Rolle. Uber RANKL
t 106. |

. Fir die Proliferation und Differenzierung von Osteoklasten spielen

wird auRerdem die knochenabbauende Aktivitdt der Osteoklasten vermittel m
Gegensatz dazu bindet Osteoprotegerin (OPG) an RANKL und hemmt seine Wirkung
und damit die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten. OPG und RANKL
kénnen von Osteoblasten exprimiert werden, welche so die Osteoklastenaktivitat mit
steuern kénnen '%. Osteoklasten bauen den Knochen zum einen dadurch ab, dass sie
einen niedrigen potentia hydrogenii (pH)-Wert durch Protonentransport schaffen, durch
den die Mineralsalze des Knochens aufgelést werden. Zum anderen geben sie
proteolytische Enzyme ab, die die kollagene Knochenmatrix auflésen. Physiologisch
besteht ein Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und -abbau. Bei Ungleichgewicht
zugunsten des Knochenabbaus kommt es zu einer Verringerung der Knochenmasse,
wodurch es zur Entwicklung von Osteoporose kommt. Dabei spielt zum einen eine
verminderte Aktivitat der Osteoblasten und zum anderen eine erhohte Aktivitat der
Osteoklasten eine Rolle '°. Die Ursachen sind vielfaltig. Bei der primaren Osteoporose
findet man keine erkennbare Ursache. Sie tritt vor allem im Alter auf. Anderungen im
Hormonhaushalt (besonders postmenopausal) fihren vermutlich zu einer erhdhten
Knochenresorption ohne adaquate Kompensation durch Knochenaufbau . Bei der
sekundaren Osteoporose kann eine spezifische Ursache definiert werden. Dazu
gehéren beispielsweise endokrine  Erkrankungen, Tumorerkrankungen oder
Nebenwirkungen durch Medikamente. Durch die verminderte Knochendichte besteht

bei Osteoporose eine erhdhte Frakturgefahr ''°.

1.2.3. Frakturheilung

Die Frakturheilung ist ein sehr komplexer Vorgang. Viele verschiedene Zellen,
Molekiile und Signalstoffe sind daran beteiligt '""'. Grundséatzlich teilt man die
Frakturheilung in eine indirekte und eine direkte Form ein. Die indirekte oder auch
sekundare Frakturheilung kommt dabei haufiger vor. Sie tritt normalerweise nach nicht-

operativer Frakturbehandlung, sowie bei bestimmten operativen Versorgungen (zum
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Beispiel durch Marknagel oder Fixateur externe) auf. Hierbei ist keine exakte
anatomische Rekonstruktion notwendig und es ist noch ein gewisses Mall an

Bewegung zwischen den Frakturenden vorhanden "',

Die Knochenheilung ist ein dynamischer Prozess, welcher aus den Stadien der
Inflammation, Reparatur und Remodeling besteht. Im ersten Schritt nach Auftreten der
Fraktur bildet sich ein Bluterguss (Frakturhamatom), der Zellen aus dem peripheren
und intramedulldren Blut, sowie aus dem Knochenmark, enthalt. Es kommt zur
Gerinnung und zur Formierung eines Kallus. Durch die akute Entziindungsreaktion
kommt es zur  Ausschuittung verschiedener Entzindungsstoffe wie
Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-11 und IL-18 "*'"® Diese
Molekule locken weitere Entzindungszellen an und regen die Entwicklung von
BlutgefaRen (Angiogenese) an. TNF-a induziert auferdem die osteogene
Differenzierung von MSCs. Nach dem initialen Entziindungsprozess werden die MSCs
zum Ort des Traumas rekrutiert, was durch BMP7, stromal cell-derived factor-1
(SDF 1) und die C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4)-Expression beeinflusst
wird . SDF-1 bindet dabei an seinen G-Protein-gekoppelten Rezeptor CXCR4 auf
der MSC-Oberflache und aktiviert so intrazellulare Signalwege, die unter anderem die
Wanderung der MSCs zur Frakturstelle bewirken (Chemotaxis) '*°. Die MSCs kommen
vermutlich aus dem umliegenden Gewebe, dem Knochenmark, von systemisch
zirkulierenden MSCs und dem Periost. Es formiert sich dann zunachst ein knorpeliger
Kallus, der spater durch Knochen ersetzt wird. Hierbei spielen verschiedene Proteine
eine wichtige Rolle. BMP2 ist beispielsweise essentiell fir die Knochenheilung
(Initialisierung der Knochenheilungskaskade und Formierung des Kallus), wobei die
genaue Funktion noch unbekannt ist ''®. Wahrenddessen wird vermutet, dass BMP5
und BMP6 die Zellproliferation induzieren ''. M-CSF, RANKL, OPG und TNF-a haben
wichtige Funktionen bei der Resorption des Knorpels (TNF-a fiihrt unter anderem zur
Apoptose von Chondrozyten), wodurch der Knorpel durch Knochensubstanz ersetzt
werden kann. Aullerdem fordern diese Proteine die Rekrutierung von Knochenzellen
und MSCs zum Ort der Fraktur. Die Differenzierung der pluripotenten MSCs zu
Osteoblasten wird von Wnt-Familie-Molekullen reguliert. IGF1, IGF2 und BMP2 sind
hochreguliert ''®""°. Danach fiihren die reifen Osteoblasten den Remodeling-Prozess

durch 2,

Die direkte Frakturheilung bendtigt eine anatomisch korrekte und stabile Lage der
Frakturenden zueinander, ohne dass eine Llcke vorhanden ist. Diese Situation tritt
meistens nur nach einer offenen operativen Behandlung mit innerer Fixierung der

Fraktur (durch Platten, Schrauben, Drahte oder ahnliches) ein. Der Knochen kann sich
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dann durch Umbau direkt verbinden, ohne dass eine Kallus-Bildung stattfindet.
Osteoklasten und Osteoblasten bilden neue Osteone, die den Frakturspalt

durchbauen. Bis eine komplette Heilung eintritt dauert es Monate bis Jahre 2.

1.2.4. Wirkungen von Antikoagulantien auf Knochen: In vivo Studien

Fir Heparin wurde in vielen Studien gezeigt, dass die Anwendung zu einem Verlust
von Knochensubstanz fihren kann. Dadurch kommt es zu einem erhdhten Risiko fir
die Entwicklung einer Osteoporose und zu einem gehauften Auftreten von Frakturen. In
klinischen Studien wurde bei Patienten mit Langzeiteinnahme von Heparin die
Knochendichte gemessen. Dabei zeigte sich besonders bei Einnahme von UFH eine
deutliche Reduktion der Knochendichte. Barbour et al. wiesen bei 36 % der
untersuchten schwangeren Frauen mit Langzeiteinnahme von UFH eine Reduktion der
Knochendichte um 10 % nach '®. Aber auch klinische Studien mit Enoxaparin zeigten
eine signifikante Reduktion der Knochendichte. Bei Schwangeren beschrieben Nelson-
Piercy et al. 1997 eine signifikante Reduktion der Knochendichte bei 30 % aller
untersuchten Schwangeren '?'. Wahrenddessen haben Wawryzynska et al. 2003 bei
nicht-schwangeren Patienten nach Therapie mit Enoxaparin eine Abnahme der
Knochendichte im Femur um 4,8 % und in der Lendenwirbelsdule um 3,8 %
beschrieben '?. Tierstudien zeigten fir UFH zum einen eine Abnahme der
Knochenbildung und zum anderen eine Zunahme des Knochenabbaus. Muir et al.
zeigten, dass der Verlust der Knochensubstanz besonders in den ersten acht Tagen
der Behandlung mit UFH groR3 ist. In Tierversuchen mit Ratten nahm hier die
Osteoblastenoberflache um 37 % ab, wahrend die Osteoklastenoberfliche um 43 %

8 Als Ursachen werden verschiedene Mechanismen diskutiert.

gesteigert wurde
Einerseits wird vermutet, dass Heparin eine direkte Wirkung auf Osteoblasten, im
Sinne einer Aktivitdtshemmung, und auf Osteoklasten, im Sinne einer

Aktivititssteigerung, hat ®

. Andererseits wird postuliert, dass Heparin durch Bindung
an Wachstumsfaktoren (wie Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2) oder Zytokine (wie
BMPs, TNF-a), die osteogene Differenzierung beeinflusst '*>'**, Desweiteren ist
beschrieben, dass Heparin Kalziumionen bindet, wodurch das Kalziumlevel im Kérper
sinkt, was (iber Hormonaktivierung zu einer Demineralisierung des Knochens fiihrt &',
Als Ursache flr ein geringeres Osteoporoserisiko beim Einsatz von NMH wird
vermutet, dass bei diesen die steigernde Wirkung der UFH auf den Knochenabbau
fehlt. Die hemmende Wirkung auf die Knochenbildung in Form einer geringeren Zahl
und verminderten Aktivitadt von Osteoblasten wurde aber auch bei NMH gefunden '#°.
Zur Untersuchung von Frakturheilung unter Einfluss von Heparin gibt es bisher wenige

Studien. In einem Tiermodell mit Hasen wurde gezeigt das Enoxaparin die
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Knochenheilung einer geschlossenen Rippenfraktur im Vergleich zur Kontrollgruppe

verzogert '%°.

Auch fir die Wirkung von Rivaroxaban auf die Frakturheilung in vivo wurde vor kurzem
eine Studie verodffentlicht. Kluter et al. untersuchten die Knochenheilung nach Femur-
Frakturen bei Ratten unter taglicher Gabe von Rivaroxaban. Dabei zeigten sich in
Bezug auf Knochenstabilitdt, Kallus- und Knochenvolumen sowie Dichte der
Mineralisierung (tissue mineral density) keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrollgruppe . Xia et al. beschrieben, ebenfalls nach Untersuchungen an Ratten,
weniger negative Auswirkungen auf die Knochenmikrostruktur nach Gabe von

Rivaroxaban iiber vier Wochen im Vergleich mit Heparin 2%

1.2.5. Wirkungen von Antikoagulantien auf Knochen: In vitro Studien

In verschiedenen in vitro Studien wurde die Wirkung unterschiedlicher Antikoagulantien
auf Osteoblasten untersucht. Handschin et al. verglichen 2005 das NMH Dalteparin mit
Fondaparinux. Sie zeigten eine signifikante Reduktion der Genexpression von ALP und
OCN in Osteoblasten fur Dalteparin in Konzentrationen von 300 pg/ml und 900 pg/ml.
AulBerdem sank die Gesamt-Protein-Konzentration unter Einfluss von Dalteparin. Fir
Fondaparinux wurden keine signifikanten Auswirkungen auf den Knochenstoffwechsel
festgestellt '°. In einer weiteren Studie dieser Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass durch
NMH sowohl die OCN-Expression, als auch die Runt-related transcription factor 2
(Runx2)-Expression vermindert wird. Die Tatsache, dass Heparin die Expression von
Genen hemmt, die notwendig fir die Osteoblasten-Funktion sind, Iasst einen direkten
negativen Effekt von Heparin auf die Knochenbildung vermuten '*°. Ahnliche
Ergebnisse zeigten Winkler et al. bei einem Vergleich zwischen UFH, dem NMH
Dalteparin und dem direkten Thrombin-Inhibitor Melagatran. Die ALP-Aktivitat in
humanen Osteoblasten wurde hier unter Einfluss von UFH auf 32 % gesenkt, unter
Melagatran auf 66 % und unter Dalteparin auf 70 % (in den hochsten eingesetzten
Konzentrationen von 50 I.LE./ml bzw. 50 nmol/ml). Die Proliferation der Osteoblasten
wurde unter niedrigen Konzentrationen von UFH und NMH gesteigert, bei der hochsten
Konzentration allerdings deutlich gehemmt. Melagatran fihrte nur in der héchsten
Konzentration zu einer geringen Hemmung der Proliferation, hatte also insgesamt
geringere Einflisse auf den Knochenstoffwechsel als die beiden getesteten
Heparine ™'. Auch Kock und Handschin zeigten 2002 einen hemmenden Einfluss auf
das Wachstum von Osteoblasten von vier verschiedenen NMH (Certoparin,
Nadroparin, Enoxaparin und Dalteparin). Alle NMH wurden mit einer Konzentration von

50 pg/ml eingesetzt und die Osteoblasten wurden 48 oder 96 Stunden kultiviert 2.
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Der Einfluss von Rivaroxaban auf Osteoblasten wurde in vitro bisher von zwei
Arbeitsgruppen untersucht. Gigi et al. zeigten eine signifikante Hemmung des
Wachstums der eingesetzten humanen Osteoblasten-Zelllinie SaO, unter Rivaroxaban
sowie einen signifikanten Abfall der Aktivitdt der ALP. Effekte auf die Mineralisierung

wurden nicht festgestellt "33

. Solayar et al. verglichen die Wirkung von Rivaroxaban
und Enoxaparin auf humane Osteoblasten in vitro. Sie zeigten, dass die
Lebensfahigkeit der Zellen nicht negativ beeinflusst wurde, aber die
Osteoblastenfunktion unter Einfluss beider Medikamente gehemmt wurde. Dies wurde
durch Abnahme der Aktivitdt der ALP, sowie einer geringeren Genexpression

135

verschiedener Knochenmarker (OCN, Runx2 und BMP2) beschrieben . In der

Diskussion (siehe Kapitel 4.3) wird auf diese Studien noch genauer eingegangen.
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1.3. Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Wirkung von Rivaroxaban und
Enoxaparin auf die osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stromazellen
und damit auf die frihe Phase der Knochenheilung. Beide Medikamente werden
momentan unter anderem nach orthopadischen Operationen oder bei Immobilisation,
beispielsweise aufgrund von Frakturen, zur VTE-Prophylaxe eingesetzt. Der Einsatz

fallt daher auch besonders in einer Phase, in der Knochenheilung ablaufen sollte.

Bisher sind die Auswirkungen beider Medikamente auf Proliferation, Differenzierung
und Kalzifizierung von mesenchymalen Stromazellen weitgehend unbekannt. Bei
Enoxaparin kann aufgrund der bisherigen Studienergebnisse ein negativer Einfluss
vermutet werden, wobei dieser bisher nicht flir die Phase wahrend der Entwicklung von
MSCs zu Osteoblasten gezeigt wurde. Bisherige Studien zeigten vornehmlich die
Wirkung von Heparin auf reife Osteoblasten. Im Vergleich dazu ist Rivaroxaban erst
seit einigen Jahren zugelassen und insgesamt weniger erforscht worden. Die bisherige
Studienlage lasst noch keine Aussage dariiber zu, ob Rivaroxaban ahnlich negative
Einflisse auf den Knochenstoffwechsel hat. Mit der Untersuchung der Einflisse auf die
Differenzierung von MSCs zu Osteoblasten sollten Auswirkungen beider Medikamente
auf einen entscheidenden Teil der Knochenheilung gezeigt werden. Dies sollte durch
die Wahl der Untersuchungsmethoden auf verschiedenen Ebenen gezeigt werden. Die
Anderung der Expression von Oberflachenmolekiilen wurde hierbei erstmals in diesem
Zusammenhang bestimmt. Da beide Antikoagulantien ahnliche Indikationen haben,
kénnten weniger negative Effekte auf den Knochenstoffwechsel durch eines der
Antikoagulantien seinen Einsatz, besonders im orthopadischen Bereich,

unterstreichen.
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2. Material und Methoden

2.1. Gewinnung der mesenchymalen Stromazellen

2.1.1. Patientenkollektiv

Vor Beginn der Studie wurde ein Ethikvotum der Uniklinik Disseldorf erteilt (Nummer
3899). Die Patienten wurden vor der Operation Uber die zusatzliche Entnahme von
Knochenmark aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis dazu. Insgesamt
wurden 9 Patienten in die Studie eingeschlossen (4 weiblich, 5 mannlich). Das Alter lag
zwischen 11 und 80 Jahren. Der Mittelwert betrug 32 (+7) Jahre, der Median lag bei 25

Jahren.

Die MSCs wurden bei elektiven Operationen entweder aus dem Darmbein oder aus
Huftpfanne und proximalem Femur gewonnen. Dabei gab es drei Gruppen von
Patienten. Bei einem Teil der Patienten handelte es sich um Knochenmarkspender. Bei
einem weiteren Teil wurde Knochenmark zur Herstellung von Bone Marrow Aspirate
Concentrate (BMAC) bendtigt, um damit einen Knochendefekt aufzufillen. AuRerdem
wurde Knochenmark aus Material von Patienten gewonnen, die einen elektiven
Huftgelenksersatz erhielten. Bei keinem dieser Patienten war eine Erkrankung des

Knochenmarks bekannt.

2.1.2. Operative Beschaffung des Knochenmarks

Bei vier in der vorliegenden Studie aufgenommenen Patienten handelte es sich um
Knochenmarkspender, bei weiteren vier Patienten wurde Knochenmark zur Herstellung
von BMAC entnommen. Beim BMAC handelt es sich um konzentriertes Knochenmark,
welches besonders reich an MSCs ist. Die Patienten, bei denen BMAC angewendet
wird, haben einen Knochendefekt, beispielsweise eine Knochenzyste, der unter Zusatz
des konzentrierten Knochenmarks wieder aufgeflllt werden soll. In mehreren Studien
konnte gezeigt werden, dass es durch das BMAC zu einer Neubildung von
Knochensubstanz in dem vorhandenen Knochendefekt kommt '*¢'¥13 |n dieser
Studie wurde das SmartPReP™ 2 BMAC System von Harvest Technologies GmbH
(Mdnchen, Deutschland) verwendet. Zunachst wurde den Patienten Knochenmark
entnommen, wobei der Ablauf der Entnahme bei Knochenmarkspendern und BMAC-
Patienten equivalent ist. Hierzu wurde eine Jamshidi-Trokarnadel in einem Winkel von
30° zur Horizontalen etwa 5 cm tief an der Spina iliaca anterior superior (oder posterior

superior) ins Becken gebohrt (siehe Abb. 3). Mit Hilfe einer Spritze, die vorher mit
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Heparin (Liquemin, Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) durchspilt wurde, konnten
durch Aspiration insgesamt 60-120 ml Knochenmark - bei Knochenmarkspendern bis
zu 1500 ml - entnommen werden. Nach vorherigem Einverstédndnis wurden fur die
Versuche einige Milliliter des Knochenmarks von vier Knochenmarkspendern

verwendet.

Abb. 3: Entnahme des Knochenmarks aus dem Darmbein bei einem operativen Eingriff.
Eine Trokarnadel wird etwa 5 cm tief ins Becken gebohrt (hier im Bereich der Spina iliaca
anterior superior). Mit Hilfe einer Spritze kann dann das Knochenmark aspiriert werden.

Fir die Herstellung des BMAC wurde dieses Knochenmark dann mit Hilfe des
SmartPReP™ 2 Centrifuge-Systems konzentriert. Hierbei werden im ersten
Zentrifugationsdurchlauf die schweren roten Blutkérperchen von den leichteren
nuklearen Zellen, den Blutplattchen und dem Blutplasma getrennt. Die nukledren
Zellen werden gemeinsam mit den Blutplattchen und dem Blutplasma automatisch in
eine zweite Kammer Uberfuhrt. Hier werden sie erneut durch Zentrifugation konzentriert
und ein Teil des Blutplasmas wird entfernt. Die zellularen Bestandteile werden dann mit
dem restlichen Blutplasma vermischt und es bleiben von den urspriinglichen 60 ml

etwa 7-20 ml BMAC (brig. Dieses BMAC wird in der Folge aus der von auflen
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unsterilen Spritze Uber einen sterilen Aufsatz in eine sterile Spritze am Operationstisch
Uberfiihrt '*®. Vermischt mit bovinem Knochenersatzmaterial (Orthoss®, Geistlich
Biomaterials, Baden-Baden, Deutschland) als Tragersubstanz wird das BMAC in den

vorhandenen Knochendefekt geflllt (siehe Abb. 4). Durch die Stammzellen kommt es
138,139

in den folgenden Wochen zu einer Nachbildung von Knochen

Abb. 4: Bone Marrow Aspirate Concentrate (BMAC) vermischt mit Knochenersatzmaterial
(Orthoss®).
Mit diesem Gemisch kann nun ein Knochendefekt aufgefiillt werden.

Flr diese Studie wurde bei vier Patienten etwas mehr Knochenmark abgenommen und
dadurch mehr BMAC als bendétigt hergestellt. Aus diesem BMAC konnten nun die
MSCs fur die Versuche angezichtet werden (siehe Kapitel 2.2.).

Eine dritte Quelle fir die Gewinnung von Knochenmark fir unsere Studien war
Material, dass beim Huftgelenksersatz mit Einsatz einer Hufttotalendoprothese anfallt.
Hierbei wurde eine Patientin in unsere Studie eingeschlossen. Bei dem Ersatz des
Huftgelenks durch eine Endoprothese wird der alte Huftkopf osteotomiert und
anschlielend verworfen. Aulerdem werden die Huftpfanne und der innere
Femurschaft aufgefrast. Hierbei fallt Knochensubstanz an, in der neben Spongiosa
auch Knochenmark enthalten ist. Aus diesem Material kbnnen, nach Entfernung der
festen Bestandteile, wiederum MSCs isoliert werden.

25



2. Material und Methoden

2.2. Isolation und Expansion der mesenchymalen Stromazellen

2.2.1. Aufbereitung der mesenchymalen Stromazellen

Zur Anzucht der mesenchymalen Stromazellen wurde das Knochenmark zunachst 1:1
mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS; Sigma-Aldrich, St Louis, united states of
america (USA)) verdinnt. In einem 50 ml-Réhrchen (Becton, Dickinson and Company,
Heildelberg, Deutschland) wurden 15 ml Lymphozyten-Separations-Medium (PAA
Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland) vorgelegt, auf die dann bis zu 35 ml des
Knochenmark-PBS-Gemisches aufgeschichtet wurden. Durch Zentrifugation der Probe
(20 min, 690g, 20°C, ohne Bremse; Centrifuge 5810 R, Eppendorf) entstanden
mehrere Phasen. Oben sammelte sich Serum, unten die schweren Erythrozyten und in
der Mitte eine Interphase bestehend aus mononukleéren Zellen. Diese wurden in ein
neues 50 ml-Réhrchen uberflhrt. Das Réhrchen wurde bis 50 ml mit PBS aufgefillt
und zentrifugiert (5 min, 560g, 20°C). Danach wurde das PBS dekantiert und das
Zellpellet wurde zur Erythrozytenlyse in 10 ml NH,Cl resuspendiert. Nach einer
Inkubationszeit von 10 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 40 ml PBS
gestoppt. Die Probe wurde nun erneut zentrifugiert (5 min, 560g, 20°C), dekantiert und
noch einmal mit 50 ml PBS resuspendiert und wiederum zentrifugiert. Dann wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 10 ml Basalmedium resuspendiert. Die

Zusammensetzung des Basalmediums ist in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Basalmediums.

Stoff Menge Firma
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) jow giucose ad Sigma-Aldrich, St Louis,
600 ml USA
Fetale Bovine Serum (FBS) Superior 100 ml Biochrom GmbH, Berlin,
Deutschland
10.000 Einheiten Penicillin/ 10 mg/ml Streptomycin/ 200 mM L-Glutamin 5ml Sigma-Aldrich, St Louis,
(PSG) in 0,9 % Natriumchlorid USA

Zur Zellzahlung wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblaulésung (Trypan
Blue Solution, 0,4 %, Sigma-Aldrich, St Louis, USA) vermischt. Hierdurch kann man
zwischen vitalen und toten Zellen unterscheiden. Die vitalen Zellen bleiben ungefarbt,
wahrend bei den toten Zellen der Farbstoff durch die zerstérte Zellmembran eindringen
kann und diese blau farbt "%,

10 yl dieser Suspension wurden in eine Neubauerkammer (Marienfeld Superior,
Lauda-Koénigshofen, Deutschland) Uberfuhrt. Die aufieren vier Groldquadrate wurden
meanderférmig ausgezahlt und Uber Bestimmung des Mittelwerts wurde die Zellzahl

berechnet. Je nach Zellzahl wurde die Zellsuspension auf Gewebekulturflaschen
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(Greiner  Bio-One  GmbH,  Frickenhausen, Deutschland) entsprechender

Wachstumsoberflache aufgeteilt.

2.2.2. Anzucht der Zellen bis P2

Nach etwa einer Woche erfolgte ein Mediumwechsel, durch den nicht adharente Zellen
verworfen wurden und frisches Basalmedium auf die Zellen gegeben wurde. Hierbei
konnte ausgenutzt werden, dass MSCs plastikadharent sind, wahrend die meisten

! Wenn sich geniigend groRe

hamatopoitischen Zellen in Suspension bleiben
Kolonien von Uber 50 Zellen gebildet hatten, wurden die Zellen nach zwei Wochen
enzymatisch passagiert. Dazu wurde auf die vorher mit PBS gewaschenen Zellen
Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure (Trypsin-EDTA, Sigma-Aldrich, St Louis, USA)
gegeben. Durch das Trypsin werden adharente Zellen vom Boden der
Gewebekulturflaschen geldst, da extrazellulare Proteine gespalten werden. Um eine
Schadigung der Zellen zu verhindern, wurde nach einer Inkubationszeit von 3-
5 Minuten bei 37°C die Reaktion durch Zugabe der gleichen Menge Basalmedium
gestoppt. Nach Uberfiihrung der Suspension in ein 50 ml-Réhrchen erfolgte eine
5 minitige Zentrifugation (560g, 20°C). Der Uberstand wurde dekantiert und das
Zellpellet in Basalmedium resuspendiert. Mithilfe einer Neubauerkammer wurde, wie

oben beschrieben, die Zellzahl bestimmt.

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 4000-5000 Zellen pro cm? in
Gewebekulturflaschen neu ausplattiert. Die Zellen wuchsen nun als Monolayer und
wurden nach etwa einer Woche erneut passagiert. Die Zellen befanden sich somit in
Passage 2. Nach Zellzahlung wurden die Zellen in Einfriermedium (FBS + 10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich, St Louis, USA)) in Cryo-Réhrchen
(CRYO.STM, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) tberflihrt, wobei
sich maximal 2 x 10° Zellen pro ml Einfriermedium befanden. Die Zellen wurden in
flissigem Stickstoff (N»; MVE Cryosystem 4000) konserviert.
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2.3. Osteogene Differenzierung

2.3.1. Zellkultur Giber 21 Tage

Fur die osteogene Differenzierung wurden die MSCs aufgetaut. Dazu wurden die Cryo-
Roéhrchen im Wasserbad angetaut und dann in ein, mit vorgewarmtem Basalmedium
gefllltes, 50 ml-Réhrchen Uberflhrt. Dieses wurde zentrifugiert (5 min, 560g, 20°C),
der Uberstand dekantiert und das Zellpellet in 10 ml Basalmedium resuspendiert. Nach
der Zellzéhlung wurden ca. 3000 Zellen/cm? in Gewebekulturflaschen (Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland) bzw. auf 12-well-Platten (NunclonTM Surface,
Nunc™, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) ausgesat. AuRerdem wurden Zellen
fur die transkriptionelle Analyse und fir die durchflusszytometrische Messung vor

Differenzierung abgenommen (weiteres Vorgehen siehe Kapitel 2.4. und 2.5.).

Zunachst wurden die Zellen in Basalmedium kultiviert (Tag -3). Am ersten Tag wurde
ein Wechsel des Basalmediums durchgeflihrt, um nicht adharente (beim Einfrier- und
Auftauprozess gestorbene) Zellen zu beseitigen. Am dritten Tag (Tag 0) erfolgte die
Induktion der osteogene Differenzierung durch den Wechsel auf ein speziell darauf

abgestimmtes Medium, dessen Zusammensetzung in Tabelle 7 dargestellt ist.

Tabelle 7: Zusammensetzung des osteogenen Differenzierungsmediums.

Stoff Menge Firma

DMEM ow giucose ad 500 ml | Sigma-Aldrich, St Louis, USA

FBS 100 ml Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
PSG 5ml Sigma-Aldrich, St Louis, USA

20 mM B-Glycerolphosphat 10 ml Sigma-Aldrich, St Louis, USA

100 nM Dexamethason 5ml Sigma-Aldrich, St Louis, USA

50 pM Ascorbinsaure-2-phosphat | 500 pl Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Auflerdem wurden nun die jeweiligen Medikamentenkonzentrationen hinzugeflgt
(Tabelle 8).

Tabelle 8: Medikamentenkonzentrationen.

Name Abkiirzung Konzentration

Kontrolle Enoxaparin KE Keine Zusatze
E1 2 ug/ml
Enoxaparin E2 10 pg/ml
E3 50 pg/ml
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Name Abkiirzung Konzentration

Kontrolle Rivaroxaban | KR 0,1 % DMSO
R1 20 ng/ml

Rivaroxaban R2 100 ng/ml
R3 500 ng/ml

Um die jeweilige Konzentration des Medikaments zu erreichen, wurde zunachst eine
Stock-Lésung hergestellt. Enoxaparin (Clexane®muitidose, Sanofi-Aventis, Frankfurt
am Main, Deutschland) lag in Form von Injektionsfliissigkeit mit einer Konzentration
von 100 mg/ml vor und wurde zum besseren Gebrauch 1:10 mit Aqua ad injectabilia
(Braun, Melsungen, Deutschland) verdinnt, sodass eine Konzentration von 10 mg/mi
vorlag. Von dieser wurden dem Medium bei der Medikamentenzugabe fur E1 0,02 %,
fur E2 0,1 % und fur E3 0,5 % bezogen auf das jeweilige Volumen zugeflgt, sodass

oben genannte Konzentrationen erreicht wurden.

Rivaroxaban wurde freundlicherweise in Form von in DMSO l|ésbarem Salz von der
Firma Bayer bereitgestellt. Eine Stock-Losung von 5 mg Rivaroxaban/ 1 ml DMSO
wurde hergestellt. Aus dieser wurden Verdinnungen fur die jeweilige Rivaroxaban-
Konzentration hergestellt. Fir R1 wurde die Stock-Losung 1:250 (500 pg/ml) mit
DMSO verdunnt, fir R2 1:50 (100 pg/ml) und fir R3 1:10 (20 pg/ml). Dadurch konnte
bei der Medikamentenzugabe immer das gleiche Volumen, namlich 0,1 % der
jeweiligen Ldésung, hinzugefligt werden, um die gewlinschten Konzentrationen zu

erzielen. Das entspricht der Kontrolle von 0,1 % DMSO.

Die eingesetzten Konzentrationen entsprechen den Plasmakonzentrationen in der
klinischen Anwendung beider Medikamente. Die therapeutischen
Plasmakonzentrationen liegen bei Enoxaparin zwischen 8 und 12 pg/ml **'*? und bei

Rivaroxaban zwischen 9 und 125 ng/ml %%,

Die Zellen wurden dann fir 7, 14 oder 21 Tage kultiviert. Hierbei wurde zweimal
wochentlich ein Mediumwechsel inklusive Zugabe des jeweiligen Medikaments
durchgefiihrt. Fir jeden Messpunkt wurden Zellkulturflaschen bzw. well-Platten mit
allen verschiedenen Konzentrationen der Medikamente sowie der beiden Kontrollen

angesetzt. Abb. 5 zeigt den zeitlichen Ablauf der Zellkulturarbeit.

29



2. Material und Methoden

Beginn der osteogenen Differenzierung
und Zusatz der Medikamente

|Zeitpunkte der Zellernte

Beginn der Kultivierung
in Basalmedium

>
Tag -3 Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 21

Abb. 5: Zeitlicher Ablauf der Zellkulturarbeit.

Zunachst erfolgte der Beginn der Kultivierung der Mesenchymalen Stromazellen (MSCs) in
Basalmedium fir drei Tage, bevor die osteogene Differenzierung und der Zusatz der
Medikamente an Tag O stattfanden. An Tag 7, 14 und 21 wurden jeweils Zellen geerntet und die
verschiedenen Messungen wurden durchgefihrt.

2.3.2. Analyse der Proliferation mittels Zellzahlung

An den Tagen 7, 14 und 21 nach Beginn der osteogenen Differenzierung wurde von
jeder Medikamentenkonzentration und den Kontrollen jeweils eine T75-
Gewebekulturflasche geerntet. Die Zellen wurden, wie oben beschrieben, mit Trypsin-
EDTA inkubiert, mit frischem Basalmedium abgestoppt und zusatzlich mit Hilfe eines
Zellschabers (Cell-scraper, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) von
der Oberflache geldst. Die 12-well-Platten wurden nicht passagiert, da bei diesen

Farbungen an den adharenten Zellen durchgefihrt wurden (siehe 2.6.).

Es erfolgte die Zellzdhlung mithilfe der Neubauerkammer wie oben beschrieben. Aus
dieser Zellzahl (N) wurde jeweils in Bezug auf die eingesetzte Zellzahl (N,) die
Generationszahl (n) berechnet. Diese beschreibt, wie viele Generationen sich bis zu

diesem Zeit entwickelt haben und berechnet sich folgendermafien:

n = (log(N)-log(No))/log(2).

Danach wurden die Zellen aufgeteilt. Ein Teil wurde flr die durchflusszytometrische
Analyse verwendet, wahrend der andere Teil fir die transkriptionelle Analyse in RLT-
Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit Zusatz von 10 pl/ml 2-Mercaptoethanol
(VWR, Darmstadt, Deutschland) aufgenommen wurde. Hierzu wurden die Zellen
zunachst pelletiert, der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde in einem
adaquaten Volumen RLT-Puffer (< 5x 10° Zellen: 350 uL; <1 x 10” Zellen: 600 pL)
resuspendiert. Durch den RLT-Puffer kommt es zur Lyse der Zellen, wodurch die zu
untersuchende RNA freigesetzt wird. Die Probe wurde bis zur weiteren Bearbeitung

bei -80°C eingefroren.
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2.4. Transkriptionelle Analyse

2.4.1. Einleitung

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = polymerase chain reaction) ist ein Verfahren
zur Detektion und Vervielfachung spezifischer Desoxyribonukleinsdure (DNA)-
Abschnitte, welches mit Hilfe von DNA-Polymerasen in vitro durchgefihrt wird. In
dieser Arbeit wurde die so genannte quantitative real-time Reverse Transkriptase PCR
(qRT-PCR) verwendet. Dies ist eine Form der PCR, bei welcher die Daten bezliglich
der Amplifikation der DNA-Strange wahrend der Reaktion in Echtzeit (real-time)
gesammelt werden. Damit kann eine Aussage getroffen werden, wie viel von einer
bestimmten Boten-Ribonukleinsaure (messenger RNA, mRNA) in der Probe vorhanden
war. Die mRNA ist ein Transkript der DNA, welches in eukaryotischen Zellen im
Zellkern entsteht, dann ins Zytoplasma transportiert wird und dort die Synthese
bestimmter Proteine kodiert. Bei der PCR werden aber DNA-abhangige DNA-
Polymerasen eingesetzt, welche entsprechend einer DNA-Matrize DNA-Strange
herstellen. Dies bedingt, dass die mRNA, nachdem diese isoliert wurde, zunachst zu
einem komplementaren DNA-Strang (complementary DNA, cDNA) transkribiert werden
muss. Dieses Verfahren wird mit Hilfe von RNA-abhangigen DNA-Polymerasen, den so
genannten Reversen Transkriptasen (RT) durchgefuhrt. Diese cDNA ist anschlieRend
Ausgangsprodukt fiir die qRT-PCR.

2.4.2. RNA-Isolierung

Far den ersten Schritt, die RNA-Isolierung, wurde das RNeasy Mini-Kit in Verbindung
mit dem RNase-freiem DNase-Set, jeweils von der Firma Qiagen (Hilden,
Deutschland), gemal® den Angaben des Herstellerprotokolls verwendet. Das Prinzip
dieser Methode beruht auf der Bindung der RNA an eine Siliciumdioxidmembran,
wahrend DNA und Zellbestandteile in mehreren Waschschritten ausgetragen und die
RNA schlie3lich mit Wasser eluiert wird. Vor dem Gebrauch der im Kit enthaltenen
Puffer muss der RPE-Puffer im Verhaltnis 1:4 mit 100 % Ethanol verdinnt und dem
RLT-Puffer 10 ul/ml B-Mercaptoethanol zugesetzt werden. Zunachst wurde die in RLT-
Puffer aufgenommene und bei -80°C eingefrorene Probe aufgetaut, auf eine
QIAshredder-Saule pipettiert und zentrifugiert (2 min, 16440g, 20°C; MIKRO 22R,
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland). Dies bewirkt eine Fragmentierung
hochmolekularer Substanzen wie DNA im Saulenfilter und verringert die Viskositat der
Lésung. Zu dem Lysat wurde nun das gleiche Volumen 70 %iges Ethanol gegeben, um

beim anschliefenden Auftragen der Probe auf die im Kit enthaltene Saule (RNeasy
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Mini Spin Column) die Bindung an die Siliciumdioxidmembran zu ermdglichen. Die
beladene Saule wurde danach zentrifugiert (1 min, 9730g, 10°C) und der Durchfluss
wurde verworfen. In der Folge wurden die empfohlenen Waschschritte mit den im Kit
enthaltenen Puffern durchgefuhrt. Wahrend dieser Waschungen wurde ein
zusatzlicher Schritt zur DNA-Degradation durch DNasen mit Hilfe des RNase-freien

DNase-Set (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemaf den Herstellerangaben durchgefihrt.

Durchfluss und Sammelréhrchen wurden anschlieBend verworfen und die RNeasy-
Saule auf ein neues 2 ml Sammelréhrchen gesetzt. Danach folgte eine Zentrifugation
mit offenen Deckeln (5 min, 16440g, 20 °C), um den restlichen Puffer von der
Membran zu entfernen. In einem frischen 1,5 ml Auffanggefal® (Eppendorf Tube,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) wurde 1 pl RNasin® (Recombinant RNasin®
Ribonuclease Inhibitor, Promega, Madison, WI, USA) vorgelegt, bevor die RNeasy-
Saule auf dieses Gefald gesetzt wurde. Dann wurden je nach Zahl der vorher in RLT-
Puffer aufgenommenen Zellen 30-50 ul RNase-freies Wasser mittig auf die Membran
pipettiert. Bei bis zu 1x10° Zellen wurden 30 pl, bei 1-1,5x10° Zellen 40 pl und bei (iber
1,5x10° Zellen 50 Ml RNase-freies Wasser verwendet. In einem weiteren
Zentrifugationsschritt (1 min, 9730g, 10°C) wurde anschliefend die isolierte RNA
eluiert. Die RNeasy-Saule wurde verworfen. 1,5 ul des Eluats wurden zur RNA-
Konzentrationsbestimmung auf den NanoDrop 2000 (Peqlap, Erlangen, Deutschland)
pipettiert. Dieser kann Uber eine spektrophotometrische Messung die RNA-
Konzentration der jeweiligen Probe berechnen (Software: Thermo Fisher Scientific Inc.

Version 1.4.2). Danach wurden alle Proben bei -80°C eingefroren.

2.4.3. Reverse Transkription

Den nachsten Schritt bildet die Herstellung der cDNA, da RNA von den in der qRT-
PCR eingesetzten DNA-abhangigen DNA-Polymerasen, wie oben beschrieben, nicht
abgelesen werden kann. Um gezielt die in der Lésung enthaltenen mRNA-Strange
umzuschreiben, werden Oligo(dT)-Primer eingesetzt. Diese lagern sich an den poly(A)-
Schwanz der mRNA-Strange an und stellen so die als Startpunkt fir die Transkription
bendtigte Hydroxygruppe zur Verfigung. Die Reverse Transkriptase (RT) bildet dann
durch die Anlagerung von freien Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) den
cDNA-Strang. Der Vorgang ist in Abb. 6 anschaulich dargestellt. Die Ausfuihrungen

beruhen auf den Erkenntnissen von Sambrook und Russell ',
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mRNA
Oligo(dT)-Primer

I\ Reverse Transkriptase

ATV

dNTPs

mRNA |
cDNA

Abb. 6: Prinzip der Reversen Transkription.

Oligo(dT)-Primer lagern sich an den Poly(A)-Schwanz der mRNA-Strange an und stellen so die
als Startpunkt fur die Transkription bendtigte Hydroxygruppe zur Verfigung. Die Reverse
Transkriptase (RT) bildet dann durch die Anlagerung von freien
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTPs) den cDNA-Strang.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Synthese der cDNA das QuantiTect Reverse
Transcription Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland) benutzt. 1 uyg der RNA wurde
gemal des Schemas (Tabelle 9) mit gDNA Puffer (7 x) und RNase-freiem Wasser in
einem 8er PCR-Streifen 0,2 ml (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
gemischt. Im Mastercycler gradient (Eppendorf, Wesseling, Deutschland) wurden die
Proben zwei Minuten lang auf 42°C erhitzt. Danach wurden RT-Puffer, RT und
RT-Primer (Oligo(dT)-Primer) zur Probe pipettiert. Diese 20 pyl wurden nun 15 Minuten
bei 42°C erhitzt und im letzten Schritt drei Minuten bei 95°C inaktiviert. Die cDNA

wurde bei -20°C eingefroren.

Tabelle 9: Pipettierschema fiir die cDNA-Synthese.

Losung Volumen pro Reaktionsansatz
RNA (1 pg) X pl
gDNA Puffer (7x) 2 ul

RNase-freies Wasser | ad 20 pl

RT-Puffer 4 ul
RT 1l
RT-Primer 1ul
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2.4.4. Polymerase-Kettenreaktion

Nun folgte die eigentliche Vervielfachung der DNA. Dazu benétigt die DNA-Polymerase
einen kurzen Abschnitt doppelstrangiger DNA mit einem freien 3'-OH-Ende, welches
entsprechend verlangert wird. Ein solches fiir den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt,
der fur ein bestimmtes Protein kodiert, spezifisches Oligonukleotid von ca. 20 Basen
Lange (Primer) wird dem Reaktionsansatz zugefugt. Die Primer lagern sich an die
cDNA an (Primerhybridisierung) und werden von der Polymerase durch die Anlagerung
von freien dNTPs verlangert (Elongation). Durch anschlieliende Denaturierung der neu
synthetisierten doppelstrangigen DNA in ihre Einzelstrange, koénnen neue
Primermolekile hybridisieren und der Prozess wiederholt sich. Durch Zugabe von zwei
verschiedenen Primern (forward und reverse), von denen einer am sogenannten
sense- und einer am antisense-Strang bindet, erhalt man mit jedem Zyklus von
Neusynthese und Denaturierung eine Verdopplung des zwischen den Primern
befindlichen DNA-Abschnitts (siehe Abb. 7). Ein Amplifikationszyklus besteht aus den
drei Schritten Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation, welche bei drei
unterschiedlichen Temperaturen stattfinden. Die Verwendung temperaturstabiler DNA-

Polymerasen ermdglicht einen Ablauf der gesamten Reaktion ohne Unterbrechung.

dNTPs
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Abb. 7: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion.

Ein spezifischer Primer lagert sich an die cDNA an (Primerhybridisierung) und wird von der
DNA-Polymerase, durch die Anlagerung von freien Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs),
verlangert (Elongation). Durch anschlieRende Denaturierung der neu synthetisierten
doppelstrangigen DNA in ihre Einzelstrange, kdnnen neue Primermolekile hybridisieren und
der Prozess wiederholt sich. Durch Zugabe von zwei verschiedenen Primern (forward und
reverse), von denen einer am sogenannten sense- und einer am antisense-Strang bindet, erhalt
man mit jedem Zyklus von Neusynthese und Denaturierung eine Verdopplung des zwischen
den Primern befindlichen DNA-Abschnitts.
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In dieser Arbeit wurde zur Durchflihrung der gRT-PCR ein StepOne Real-Time PCR
System unter Nutzung des SYBR Green PCR Master Mix (beide von Applied
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, USA) verwendet. In einem 500 ul-Eppendorf-
Tube wurden fur jede Reaktion 12,5 yl SYBR Green PCR Master Mix mit 50 ng cDNA
und der entsprechenden Menge RNase-freiem Wasser (Millipore Corporation, Billerica,
USA) vermischt, um ein Volumen von 23 ul pro Reaktion zu erhalten. Je 1 pl Primer
wurde in ein well der 48-well-Platte (MicroAmp™, Fast optical 48-well reaction plate
(0,1 ml), Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, USA) vorgelegt, bevor die
hergestellte Mischung in die wells pipettiert wurde. Jede Messung wurde im
Doppelansatz durchgefiihrt. Zusatzlich wurde fir jede Probe eine Kontrollmessung
ohne Primer und fir jeden Primer eine Kontrolimessung ohne cDNA durchgefihrt. Eine
Liste der verwendeten Primer mit der Beschreibung, fir welches Protein dieser Teil der
mRNA kodiert, ist in Tabelle 10 aufgefihrt.

Tabelle 10: Liste der verwendeten Primer.

Name Beschreibung forward (5°-3°) reverse (3‘-5°)
Alkaline Phosphatase,

ALPL CTGGGAGATGGGATGGGTG GTGCCCTCATTGGCCTTCA
liver/bone/kidney

B2M 3-2-Mikroglobulin GGCTATCCAGCGTACTCCAA GACAAGTCTGAATGCTCCACTT
Osteocalcin / bone gamma-

BGLAP | carboxyglutamate protein GAGCCCTCACACTCCTCG TCAGCCAACTCGTCACAGT
(BGLAP)
bone morphogenetic

BMP2 CAGCCGAGCCAACACTGT AGGTGATAAACTCCTCCGTGG
protein I
Cadherin-11

CDH11 . ACAGCCCGATAAGGTATTCCATC | ATGCCGATTGTGGATTTCTGC
(Osteoblastencadherin)

COL1A1 | Collagen | A1 Qiagen Hs_COL1A1_1_SG QuantiTect Primer Assay
dickkopf WNT signaling

DKK1 CGTCACGCTATGTGCTGC ACCTTCTTGTCCTTTGGTGTGA

pathway inhibitor 1

Glyceraldehyd-3-phosphat

GAPDH GAAGGCTGGGGCTCATTTG CAGGAGGCATTGCTGATGATC
Dehydrogenase
IGF2 insulin-like growth factor 2 Qiagen Hs_IGF2_1_SG QuantiTect Primer Assay
insulin-like growth factor
IGFBP2 o ) Qiagen Hs_IGFBP2_1_SG QuantiTect Primer Assay
binding protein 2
PRKCa | Proteinkinase C alpha Qiagen Hs_PRKCa_1_SG QuantiTect Primer Assay
tumor necrosis factor (ligand)
RANKL Qiagen Hs_TNFSF11_1_SG QuantiTect Primer Assay

superfamily, member 11

Runt-related transcription
Runx2 factor 2 AGTGGACGAGGCAAGAGTTT TGTCTGTGCCTTCTGGGTTC
actor

Osterix / Sp7 transcription
SP7 fact CTGCTTGAGGAGGAAGTTCAC AAGGAGCCCATTAGTGCTTGTA
actor
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Die verwendeten Primer stammten entweder von der Firma Qiagen (Hilden,

Deutschland) oder von der Firma Biolegio (Nimwegen, Niederlande).

Das Cycler-Programm begann mit 10 min initialer Denaturierung bei 95°C. Dann
folgten 40 Zyklen jeweils 15 sek bei 95°C und 1 min bei 60°C. Am Ende folgte eine
Schmelzkurve zur Qualitatskontrolle der vervielfaltigten DNA-Stlicke. Dazu wurde die
Temperatur von 60°C bis 95°C in 0,5°C-Schritten erhéht und dazwischen jeweils die
Fluoreszenzstarke des SYBR-Green gemessen. Mit Hilfe der Step-One-Software
wurden nun die Ci-Werte bestimmt. Der C-Wert (cycle threshold, Schwellenwert-
Zyklus) beschreibt bei der qRT-PCR die Anzahl an Zyklen, die bendtigt werden, damit
das Fluoreszenzsignal des SYBR-Green, welches durch die Bindung an
doppelstrangige DNA entsteht, tUber einen definierten Fluoreszenzwert steigt. Ist mehr
doppelstrangige DNA in der Ausgangsprobe vorhanden, entstehen mehr Kopien in den
Polymerisierungszyklen und es kommt schneller zur Uberschreitung des
Schwellenwertes. Die C-Werte der Zielgene werden dann mit den Werten sogenannter
Housekeeping-Gene (HKG) verglichen (ACi-Wert). HKG werden ubiquitar und
homogen exprimiert. Dadurch kdnnen technische Fehler, die gleichermalien das
Zielgen und das HKG betreffen, eliminiert werden. Als HKG wurde bei dieser Arbeit
entweder B2M oder GAPDH verwendet. Unterschiede im Expressionslevel der
Zielgene zwischen den einzelnen Proben wurden dann zur Bestimmung der relativen
Genexpression mit Hilfe der AAC-Methode, bezogen auf die jeweilige Kontrolle (KE

bzw. KR), bestimmt '*.
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2.5. Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie

2.5.1. Markierung der Zellen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kbnnen Eigenschaften von Zellen, wie Grélke, Form,
Granularitat und Struktur, analysiert werden. Zusatzlich kann die Expression von
CD =

differentiation) auf Zellen bestimmt werden. Hierzu binden Fluorochrom-markierte

Oberflachenmolekiilen (Proteine nach der CD-Klassifizierung, cluster of

Antikérper an den Antigenen der entsprechenden Zellen.

An Tag 0 und an den Messpunkten (Tag 7, 14, 21) wurde die entsprechende Zellzahl
in Medium abgenommen, so dass fiir jeden Ansatz 2 x 10° Zellen vorlagen. Die
Zellsuspension wurde zentrifugiert (5 min, 560g, 5°C) und der Uberstand danach
entfernt. Das Zellpellet wurde mit 400 ul Isotone Il (Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland) resuspendiert und dann auf vier Rohrchen aufgeteilt (BD Falcon,
Polystyrene Round-Bottom Tube, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland). Nun
folgte die Zugabe der Antikdrper nach den Volumina, die in Tabelle 11 angegeben
sind. Die Markierung erfolgte mit den vier verschiedenen Farbstoffen
Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridinin Chlorophyll-Cyanin 5.5
(PerCP-Cy5.5) oder Allophycocyanin (APC). Es handelt sich um humane Antikérper
aus dem Wirt Maus. Die Inkubationszeit betrug 15 Minuten in Dunkelheit bei

Raumtemperatur.

Tabelle 11: Liste der verwendeten Antikorper.

Nummer Antikorper Typ Markierung Klon Volumen Hersteller
Acris Antibodies
CD92 19G2p FITC VIM-15b 10 pl
GmbH (Herford)
CD49 G, | PE A1 10 i BD Blosciences
e
Marker 1 = g (Heidelberg)
CD34 19G; PerCP-Cy 5.5 8G12 10 pl BD Biosciences
CD45 9G4 APC 2D1 3ul BD Biosciences
CD10 I9G1 FITC HI10a 10 pl BD Biosciences
CD73 9G4 PE AD2 3ul BD Biosciences
Marker 2 —
CD105 IgG; PerCP-Cy 5.5 266 3yl BD Biosciences
CD90 19G+ APC 5E10 3 ul 1:10 verdiinnt | BD Biosciences
Isotyp IgGz, | FITC 27-35 10 pl BD Biosciences
Isotyp 19G; PE MOPC-21 10 pl BD Biosciences
Isotyp 1 _
Isotyp 9G4 PerCP-Cy 5.5 MOPC-21 10 pl BD Biosciences
Isotyp 19G; APC MOPC-21 10 pl BD Biosciences
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Nummer Antikorper Markierung Volumen Hersteller
Isotyp 19G1 FITC MOPC-21 10 pl BD Biosciences
Isotyp 19G1 PE MOPC-21 10 pl BD Biosciences

Isotyp 2 _
Isotyp 19G+ PerCP-Cy 5.5 MOPC-21 10 pl BD Biosciences
Isotyp 19G1 APC MOPC-21 10 pl BD Biosciences

Danach wurden zur Fixierung der Zellen und zum Auswaschen ungebundener
Antikérper 2ml Isotone II mit 0,1 % Formaldehyd (methanol-free, ultrapure,
Polysciences Europe GmbH, Eppelheim, Deutschland) zugegeben. Die Rd&hrchen
wurden zentrifugiert (5 min, 560g, 5°C), der Uberstand dekantiert und es wurden etwa
200 pl frisches Isotone Il zugegeben. Innerhalb der folgenden zehn Tage wurde die

Messung durchgefiihrt.

2.5.2. Messung

Die Messung erfolgte mit einem FACSCalibur (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland). Hierbei wird die Zellsuspension von einer Kapillare angesaugt und die
Zellen gelangen einzeln in die sogenannte Durchflusszelle. In dieser werden sie im
Falle des BD FACSCalibur-Systems von zwei Lasern, einem blauen Laser mit einer
Wellenlange von 488 nm und einem roten Laser mit einer Wellenlange von 635 nm,
angeregt. Detektoren messen dann zum einen die Lichtstreuung und zum anderen das
emittierte Fluoreszenzlicht der Farbstoffe (Fluorochrome), die, gebunden an die
eingesetzten Antikorper, an den Antigenen der Zelle binden. Bei der Lichtstreuung wird
einerseits das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter), das von der Grofe der Zelle
abhangig ist, und das Seitwartsstreulicht (Sideward Scatter), das von der Granularitat
der Zelle anhangt, detektiert. In einem sogenannten Punktwolkendiagramm wird jede
Zelle als Punkt dargestellt. Die Lage dieses Punktes hangt von Grolie und Granularitat
ab, da das Vorwartsstreulicht auf der x-Achse und das Seitwartsstreulicht auf der
y-Achse aufgetragen wird. Zellen einer Population, die ahnliche Streueigenschaften
haben, bilden so eine Punktwolke. Es kann dadurch eingegrenzt werden, welche
Zellen fir die Messung berlcksichtigt werden sollen (siehe Abb. 8a). Fir die hier
durchgeflihrten Versuche wurden so die lebenden MSCs, Osteoprogenitorzellen und

Osteoblasten ausgewanhlt.

Die Messung des Fluoreszenzlichtes erfolgt mit Hilfe von vier Fluoreszenzkanalen.
Wenn der passende Laserstrahl auf die Fluorochrome trifft, die Uber die Antikbrper an
den Antigenen der Zellen binden, entsteht wiederum Licht in der Wellenlange des

jeweiligen Fluorochroms. Dieses Licht wird dann, je nach Wellenlange, in einem
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anderen Fluoreszenzkanal von Multiplikatoren in ein elektrisches Signal umgewandelt.
Mit dem FACSCalibur gelingt die Messung von vier verschiedenen Fluorochrome

unterschiedlicher Emissionsspektren gleichzeitig.

Die Auswertung erfolgte wiederum mit Hilfe eines Punktwolkendiagramms, in dem die
Fluoreszenzintensitat der Zelle, gleichbedeutend mit der Expression des
entsprechenden Oberflachenmarkers, auf der x-Achse gegen das Seitwartsstreulicht
auf der y-Achse aufgetragen wurde. Positive Zellen mussten Uber der
Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Isotypenkontrolle des eingesetzten Farbstoffes
liegen (siehe Abb. 8b). Die Lage der Trennlinie wird durch die Messung der jeweiligen
Isotypenkontrolle festgelegt. Auflerdem erfolgte eine Auswertung mit Hilfe eines
Histogramms. Hierbei wurde die Fluoreszenzintensitat auf der x-Achse gegen die
Zellzahl auf der y-Achse aufgetragen (siehe Abb. 8c). Mit dieser Methode konnte der
Median der Fluoreszenzintensitat der Zellen der jeweiligen Probe bestimmt werden. Je
grolker die Expression des gemessenen Oberflachenmarker war, desto mehr
Fluorochrom-markierte Antikdrper haben an den Zellen gebunden und desto gréRer

war der Median der Fluoreszenzintensitat.

T 1024

— 169
CD92 positive
127
768 -
= =
£ 3 851
i o
n 512
@ 42
°
(7]
256 0 r Y T
1 10" 10" 10 10
] : : 0 CD92FITC
0 %6 Forwar5d128[‘,atter 68 1024 10° 10 10° 10* Parameter | # of | Median | Geometric
CD92 FITC Events Mean

CD92FITC 27232 4142 3175

Abb. 8: Auswertung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie.

Zundchst werden die Zellen anhand der Lichtstreuung in einem Punktwolkediagramm
dargestellt (a). Zellen mit ahnlichen Streueigenschaften bilden eine Punktwolke und so kdnnen
die lebendigen Zellen der osteogenen Entwicklungsreihe fur die weitere Analyse ausgewahit
werden. Nach Bindung Fluoreszenz-markierter Antikorper auf Antigenen der Zellen, wie
beispielsweise CD92, kann die Fluoreszenzintensitat als Mall der Expression des jeweiligen
Oberflachenmolekiils  bestimmt werden. Hierzu kann die Auswertung mittels
Punktwolkediagramm (b) oder mittels Histogramm (c) erfolgen. CD = cluster of differentiation,
FITC = Fluoresceinisothiocyanat

Zur Auswertung wurde die FCS Express V3 Software (De Novo Software, Los Angeles,
USA) verwendet.
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2.6. Histochemische Analyse

2.6.1. Durchfiihrung der Farbungen

12-well-Platten wurden nach dem in Abb. 9 dargestellten Schema mit Zellen, Medium
und Medikamenten beladen und fir 7, 14 oder 21 Tage kultiviert. In je ein well der
Platte wurde die entsprechende Konzentration eines der beiden Medikamente
gegeben. AuRerdem wurden die beiden Kontrollen durchgefihrt und zusatzlich wurde
ein well als Negativkontrolle (NK) mit Basalmedium und nicht mit dem osteogenen

Differenzierungsmedium gefillit.

Abb. 9: Belegung der 12-well-Platten fiir die Durchfiihrung der Farbungen.

Fir die Farbungen mit Alizarin-Rot und Alkalischer Phosphatase wurden jeweils 2 Platten mit
mesenchymalen Stromazellen (MSCs) beladen und tber 7, 14 oder 21 Tage kultiviert.

Jedes well wurde mit einer anderen Medium- bzw. Medikamentenzusammensetzung befilllt.
NK = Negativ-Kontrolle (Basalmedium), KE = Kontrolle Enoxaparin = Osteogenes
Differenzierungsmedium ohne Zusatze. KR = Kontrolle Rivaroxaban = Osteogenes
Differenzierungsmedium + DMSO. E1 = 2 uyg/ml, E2 = 10 pg/ml, E3 = 50 pg/ml Enoxaparin;

R1 =20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban.

Fir die Durchfihrung der Farbungen an den Kinetiktagen wurde zuerst der
Kulturiiberstand in den wells abpipettiert und die Platten dreimal mit PBS gewaschen.
Danach wurden alle wells mit phosphatgepufferter Formaldehydlésung 4 % (Roti®-
Histofix, saurefrei, pH 7, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) bedeckt und die
Zellen so fixiert. Nach 10 minUtiger Wartezeit wurden die wells mit destilliertem Wasser
gewaschen. Nun wurde bei einer 12-well-Platte die Alkalische-Phosphatase-Farbung

und an einer anderen Platte die Alizarin-Rot-Farbung durchgefihrt.

Fur die Farbung der Alkalischen Phosphatase wurde das Vector Blue Alkaline
Phosphatase Substrate Kit (Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) verwendet. Zur
Herstellung der Farbelésung wurden 2 Tropfen von jedem Reagenz des Kits in 5 ml
Tris pH 8 (Tris Base (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) gelést in destilliertem Wasser und

dann mit Chlorwasserstoff auf pH 8 eingestellt) gemischt. Von der Farbeldsung wurden

40



2. Material und Methoden

500 pl in jedes well gegeben. Nach 20-30 minutiger Inkubation im Dunkeln wurde die

Platte zweimal mit PBS gewaschen und dann mit PBS bedeckt bei 4°C gelagert.

Fur die Alizarin-Rot-Farbung wurden 500 pl Alizarin Rot S (40 mM, pH 4,1, Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) in ein well gegeben und die Platte 10 min auf einem
Orbitalschdttler (3017, GFL Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel, Deutschland)
inkubiert. Danach wurde sie dreimal mit PBS gewaschen, bis kein Farbabgang mehr
sichtbar war. Kalzifizierungen bleiben dabei rot angefarbt (Bindung des Farbstoffs an

) 145

Kalzium Zur Lagerung wurden die Zellen mit PBS bedeckt und bis zur

mikroskopischen Auswertung bei 4°C aufbewahrt.

2.6.2. Mikroskopie und Bildauswertung

Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einem Stereomikroskop (SteREO Discovery.V8)
mit einem Achromat S 0.3 x FWD 236 mm Objektiv. Als Software wurde Axio Vision

Software Version 4.8.1 verwendet (Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland).

Zur Auswertung der aufgenommenen Bilder wurde ImagedJ 1.47v (Wayne Rasband,
National Institutes of Health, USA) verwendet. Dazu wurden die Aufnahmen der wells
in dem Programm gedffnet und zunachst kreisférmig die Flache markiert, die
ausgewertet werden sollte. Dann wurde das Bild in einen 16-bit-Typ konvertiert.
Dadurch wird das Bild in eine Grauskala umgerechnet, die 256 Stufen enthalt. Zur
Auswertung wurde der Mittelwert (Mean) bestimmt. Ein groRerer Mittelwert steht dabei
fir eine geringere Farbeintensitat, da pures Schwarz einem Wert von 0 und pures
Weill einem Wert von 255 entspricht '*°. AnschlieBend wurde der Kehrwert des

Mittelwerts berechnet, so dass ein hoher Wert fiir eine hohe Farbeintensitat spricht.
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2.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit GraphPad Prism (Version 5.01, GraphPad
Software Inc., USA) durchgeflihrt. Die Daten wurden in Mittelwert £ Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) angegeben. Flr die statistische Untersuchung wurden Kolmogorov-
Smirnov-Tests flr die Probenverteilung und Friedman one-way ANOVA flir gepaarte
Stichproben mit post-hoc Dunn’s multiple comparison verwendet. Unterschiede wurden
als signifikant gewertet, wenn *p < 0,05 war. Bei **p < 0,01 bzw. ***p < 0,001 wurden
Unterschiede als hoch signifikant bzw. sehr hoch signifikant gewertet. Die bereinigten
p-Werte werden im Text genannt, wahrend in den Abbildungen Sternchen verwendet

werden, um das Signifikanzniveau anzuzeigen.
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3. Ergebnisse

3.1. Effekte auf die Proliferation

Als Parameter fir die Proliferation wurde die Generationszahl bestimmt. Bei der
Auswertung ist zu beachten, dass die Proliferation besonders in der ersten Woche
nach Beginn der osteogenen Differenzierung hoch ist. In den folgenden Wochen findet
Proliferation in geringerem Ausmal} statt, da die Phasen der Matrixbildung und
Mineralisierung folgen '*’. Daher sind die Generationszahlen nach 21 Tagen Zellkultur
nur geringflgig gréRer als an Tag 7. Bei der Kontrolle ohne Zusatze (KE) lag der
Mittelwert der Generationszahl an Tag 7 bei 2,78, stieg dann nach Tag 14 auf 3,10 und
an Tag 21 auf 3,30.

Enoxaparin erhdhte die Proliferation in der ersten Woche osteogener Differenzierung
dosisabhangig. Bei der niedrigsten Enoxaparin-Konzentration von 2 ug/ml (E1) lag die
Generationszahl mit 3,00 iber dem Wert der Kontrolle (2,78). Bei 10 ug/ml (E2) und
50 ug/ml (E3) Enoxaparin wurde eine signifikante Steigung der Generationszahl im
Vergleich zur Kontrolle auf 3,28 und 3,52 festgestellt (p 0,0278 und 0,0004).
Rivaroxaban zeigte in der ersten Woche keinen signifikanten Einfluss auf die
Generationszahl im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (KR), die bei 2,92 lag. Die
Generationszahlen stiegen nur geringfiigig auf 3,03, 3,00 und 3,06 fir 20 ng/ml (R1),
100 ng/ml (R2) und 500 ng/ml (R3) Rivaroxaban an.

Nach zwei Wochen osteogener Differenzierung wurde die Proliferation der mit
Enoxaparin bzw. Rivaroxaban behandelten Zellen nicht signifikant verandert. Bei der
niedrigsten Konzentration Enoxaparin stieg die Generationszahl leicht auf 3,27 an,
wahrend sie bei den hoéheren Konzentrationen dosisabhangig in Bezug auf die
Kontrolle, die 3,10 betrug, sank (bei E2 auf 3,03 und bei E3 auf 2,98). Die
Generationszahl unter Einfluss von 20 ng/ml Rivaroxaban betrug 3,09, der Wert fur
100 ng/ml Rivaroxaban war 2,95 und fur 500 ng/ml Rivaroxaban ergab sich eine

Generationszahl von 2,75. Die DMSO-Kontrolle ergab eine Generationszahl von 2,89.

In der dritten Woche zeigten sich wiederum weder bei Zugabe von Enoxaparin noch
bei Zugabe von Rivaroxaban signifikante Anderungen der Generationszahlen. Im
Vergleich zu den Kontrollen KE mit 3,30 und KR mit 3,04 lagen sie fir Enoxaparin in
ansteigender Konzentration bei 3,16, 3,07 und 3,41 und fir Rivaroxaban bei 3,00, 3,07
und 3,03. Die Probenzahl betrug an Tag 7 und 14 n =7 und an Tag 21 n = 5.
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Die Mittelwerte aus den Generationszahlen fir die verschiedenen Proben an den drei

Messtagen sind in Abb. 10 dargestellit.
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Abb.10: Effekte auf die Proliferation.

Fir jede Probe wurde jeweils die Zellzahl bestimmt und daraus die Generationszahl berechnet.
Dargestellt sind die Veranderungen des Mittelwerts der Generationszahlen an den 3
Messpunkten (Tag (d) 7, 14 und 21) unter Einfluss der unterschiedlichen Konzentrationen von
Enoxaparin und Rivaroxaban. An Tag 7 zeigte sich dabei unter Einfluss von Enoxaparin ein
signifikanter Anstieg (*p < 0,05) fir E2 und ein sehr hoch signifikanter Anstieg (***p < 0,001) fir
E3 im Bezug auf die Kontrolle (n =7 an Tag 7 und 14, bzw. n =5 an Tag 21).

KE = ohne Zusétze; E1 = 2 pg/ml, E2 = 10 pg/ml, E3 = 50 pg/ml Enoxaparin;

KR = DMSO - Kontrolle; R1 = 20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban.
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3.2. Effekte auf die Genexpression

3.2.1. Veranderung der Genexpression durch osteogene Differenzierung

Insgesamt wurde in dieser Arbeit die Expression der zwolf Gene ALPL, BGLAP, BMP2,
CDH11, COL1A1, DKK1, IGF2, IGFBP2, PRKCa, RANKL, Runx2 und SP7 wahrend
der osteogenen Differenzierung untersucht. Als HKG zur Bestimmung des AC-Wertes
fungierten B2M und GAPDH.

Im Verlauf der osteogenen Differenzierung der MSCs in Richtung Osteoblasten
anderte sich das Expressionslevel der verwendeten Zielgene. In der Kontrolle ohne
Zusatze (KE) stieg die Expression fast aller gewahlter Marker, auler BGLAP, im
Vergleich zur Messung bei den Ausgangszellen (Tag 0), an. Um das zu zeigen wurde
die Expression der einzelnen Marker von Tag 7 und Tag 14 auf die Expression an Tag

0 bezogen.

Signifikante Anstiege zeigten sich dabei an Tag 7 bei mehreren Markern. Die ALPL-
Expression stieg im Vergleich zu Tag 0 auf 4,49 (p 0,0260), BMP2 auf 4,29 (p 0,0351),
COL1A1 auf 2,56 (p 0,0231), DKK1 auf 5,35 (p 0,0340), PRKCa auf 1,95 (p 0,0443)
und SP7 auf 4,76 (p 0,0461). IGFBP2 wurde nach 7 Tagen osteogener Differenzierung
mehr als 26-fach starker exprimiert (26,35; p 0,0143) und IGF2 sogar uber 156-fach
(156,31; p 0,0137). Wahrenddessen sank die Expression von BGLAP an Tag 7 leicht,
auf 0,97 im Vergleich zu den Werten an Tag 0. An Tag 14 war die Anderung signifikant
mit einem Wert von 0,13 (p 0,0007). Im Gegensatz dazu stieg auch nach 14 Tagen die
Genexpression der meisten Marker im Vergleich zur Expression in den
undifferenzierten Zellen an, jedoch nur fir IGFBP2 signifikant (15,77; p 0,0369). Die
PRKCa-Expression sank nach 14 Tagen auf 0,61 (p 0,0216).

Die Probenanzahl betrug an Tag 7 n=5 und an Tag 14 n = 3. An Tag 21 wurde keine
RT-PCR durchgefiihrt. Ursachen flr die sinkende Probenzahl, so dass an Tag 21 keine
Messung der Genexpression moglich war, waren die starke Verkalkung und
Aggregation der Zellen. Das fihrte dazu, dass nicht ausreichend viel RNA isoliert
werden konnte. Zusatzlich wurde an Tag 0 nicht bei allen Zellreihen eine qRT-PCR
durchgeftihrt. In Abb. 11 ist die relative Genexpresison fir alle Marker fur die
Kotrollgruppe KE ohne Medikamentenzusatze an Tag 7 und Tag 14 in Bezug zur

Genexpression der Marker in den MSCs an Tag 0 dargestellt.
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Abb. 11: Verdanderung der relative Genexpression durch osteogene Differenzierung.

Die Genexpression der 12 Marker in der Kontrollgruppe (KE) von Tag 7 und 14 (d7 und d14)
wurde in Bezug zur Genexpression der mesenchymalen Stromazellen (MSCs) an Tag0
gesetzt. Es zeigten sich signifikante Anstiege der Genexpression an Tag 7 bei ALPL, BMP2,
DKK1, IGF2, IGFBP2, PRKCa und SP7. An Tag 14 war der Anstieg noch bei IGFBP2
signifikant und die BGLAP- sowie PRKCa-Expression waren signifikant verringert (*p < 0,05,
n=5anTag7,n=3anTag 14).

Alkaline phosphatase liver/bone/kidney-type (ALPL), bone y-carboxy- glutamic acid-containing
protein (BGLAP), bone morphogenic protein 2 (BMP2), Cadherin-11 (CDH11), Kollagen |
A1 (COL1A1), dickkopf Whnt-signaling pathway inhibitor 1 (DKK1), insulin-like growth factor 2
(IGF2), insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP2), Proteinkinase C alpha (PRKCa),
Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL), Runt-related transcription factor 2
(Runx2), Transkriptionsfaktor SP7 (SP7, = Osterix).
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3.2.2. Effekte der Medikamente auf die Expression osteogener Marker

Es wurde die relative Genexpression der Marker in Bezug auf die jeweilige Kontrolle fur
alle Proben an Tag 7 und 14 bestimmt. Dabei ist zu beachten, dass die Anzahl an
Proben an Tag 7 bei n =7 lag, wahrend an Tag 14 n = 5 Proben ausgewertet wurden.
Nach 7 Tagen zeigte sich in der gqRT-PCR von Marker-Genen, die bei der osteogenen
Differenzierung von MSCs eine Rolle spielen, unter Enoxaparin-Einfluss insgesamt
eine Abnahme des Expressionslevels in Bezug zur Kontrolle. Rivaroxaban hatte nur
wenig Einfluss auf die Expression der verwendeten Marker. Dazu gehoéren unter
anderen ALPL, BGLAP und BMP2. Die Expression von ALPL sank fir die drei
Enoxaparin-Konzentrationen in ansteigender Dosierung signifikant auf 0,71, 0,74 und
0,73 (p 0,0213, 0,0044 und 0,0267). Die relative Genexpression von BGLAP war
dosisabhangig vermindert auf 0,68, 0,65 und 0,63 (p 0,0247, 0,0005, 0,0088). Auf etwa
die Halfte reduziert war der mRNA-Gehalt von BMP2 mit 0,47 fir die niedrigste
Konzentration Enoxaparin und 0,50 bzw. 0,53 bei den beiden héheren Konzentrationen
(p 0,0014, 0,0019, 0,0042). Wahrenddessen wurde nach 7 Tagen unter Einfluss von
Rivaroxaban keine signifikante Anderung des Expressionslevels dieser Gene
festgestellt. Fir COL1A1 zeigte sich weder unter Enoxaparin-, noch unter
Rivaroxaban-Einfluss eine signifikante Anderung der Genexpression nach einer Woche
Zellkultur. Zwei Wochen nach Beginn der osteogenen Differenzierung war der Einfluss
von Enoxaparin immer noch sichtbar, aber die Abnahme im Expressionslevel war bei
ALPL, BGLAP und BMP2 nicht mehr signifikant. Bei ALPL sank die Genexpression in
Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration in ansteigender Menge Enoxaparin auf
0,80, 0,81 und 0,79. Fur BGLAP bzw. BMP2 betrugen die Werte 0,84, 0,88 und 0,80
bzw. 0,75, 0,81 und 0,78. Daflr zeigte sich an Tag 14 eine hoch signifikante Abnahme
des Expressionslevels von COL1A1 unter Enoxaparin Zugabe, die sich an Tag 7 noch
nicht gezeigt hatte. Im Vergleich zur Kontrolle sank dieses auf 0,29, 0,27 und 0,39
unter Zugabe ansteigender Enoxaparin-Menge (p 0,0025, 0,0022, 0,0097). Die Zugabe
von Rivaroxaban zeigte auch nach 14 Tagen keine signifikanten Anderungen der
Expression von ALPL, BGLAP, BMP2 oder COL1A1. Abb. 12 zeigt die Werte der
Genexpression bezogen auf die jeweilige Kontrolle nach 7 und 14 Tagen osteogener
Differenzierung der Marker ALPL, BGLAP, BMP2 und COL1A1.
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Abb. 12: Genexpression von ALPL, BGLAP, BMP2 und COL1A1.

An Tag 7 zeigten sich fir alle Konzentrationen Enoxaparin eine erniedrigte Expression von
ALPL, BGLAP und BMP2. Diese waren signifikant oder hoch-signifikant (*p < 0,05, **p < 0,01).
Die COL1A1-Expression war an Tag 14 unter Einfluss von Enoxaparin hoch signifikant
herunterreguliert (**p < 0,01). Rivaroxaban hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Expression der hier dargestellten Marker (n =7 an Tag 7, n = 5 an Tag 14).

KE = ohne Zusétze; E1 = 2 pg/ml, E2 = 10 pg/ml, E3 = 50 pg/ml Enoxaparin;

KR = DMSO - Kontrolle; R1 = 20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban.

Alkaline phosphatase liver/bone/kidney-type (ALPL), bone y-carboxy- glutamic acid-containing
protein (BGLAP) = Osteocalcin (OCN), bone morphogenic protein 2 (BMP2), Kollagen |
A1 (COL1A1).

Enoxaparin-Zugabe fuhrte nach 7 Tagen auch zu einer signifikanten Reduktion der
Expressionslevel des Osteoblasten-spezifischen Cadherins CDH11 und des Wnt-
Signalweg-Inhibitors DKK1. In ansteigender Enoxaparin-Konzentration betrug die
relative Genexpression von CDH11 0,74, 0,71 und 0,73 (p 0,0110, 0,0148 und 0,0240)
und von DKK1 0,72, 0,69 und 0,73 (p 0,0178, 0,0106 und 0,0446). Die qRT-PCR
dieser beiden Marker an Tag 14 ergab unter Enoxaparin ebenfalls eine Abnahme der
Expressionslevel. Diese war allerdings fir CDH11 nur bei der geringsten Enoxaparin-
Konzentration von 2 pg/ml signifikant (0,54 mit p 0,0178) und flir DKK1 bei der
Enoxaparin-Konzentration von 50 ug/ml (0,54 mit p 0,0286). Rivaroxaban flihrte zu

keinen signifikanten Anderungen des Expressionslevels von CDH11. Die DKK1-
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Expression sank an Tag 7 auf 0,98 fur R1, 0,94 fur R2 und 0,91 fur R3, wobei nur die
Zugabe von 500 ng/ml (R3) eine signifikante Abnahme erzeugte (p 0,0288). An Tag 14
wurden keine signifikanten Anderungen festgestellt. Die graphische Auswertung der
und DKK1

Genexpression von CDH11 unter Zugabe von Enoxaparin bzw.

Rivaroxaban ist in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13: Genexpression von CDH11 und DKK1.

Die Genexpression von CDH11 und DKK1 war an Tag 7 (d7) bei allen Enoxaparin-
Konzentrationen signifikant kleiner im Bezug auf die Expression in der Kontrollgruppe. Auch
Rivaroxaban flihrte an Tag 7 dosisabhangig zu einer Abnahme der DKK1-Expression. An
Tag 14 (d14) war eine signifikante Abnahme der CDH11-Genexpression unter der niedrigsten
Dosis Enoxaparin messbar (*p < 0,05, **p < 0,01,n=7an Tag 7, n =5 an Tag 14).

K = Kontrolle (KE = ohne Zusatze bzw. KR = DMSO - Kontrolle); E1 = 2 ug/ml, E2 = 10 ug/ml,
E3 = 50 pug/ml Enoxaparin; R1 = 20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban.
Cadherin-11 (CDH11), dickkopf Wnt-signaling pathway inhibitor 1 (DKK1).

Auch die Expressionen des Wachstumsfaktors IGF2 und seines Bindungsproteins
IGFBP2 waren nach 7 Tagen osteogener Differenzierung unter dem Einfluss von
Enoxaparin im Vergleich zur Kontrolle nach unten reguliert. Die IGF2-Expression sank
im Vergleich zur Kontrolle auf etwa die Halfte mit Werten von 0,52, 0,54 und 0,53
(p 0,00086, 0,0007, 0,0025), IGFBP2 auf 0,73, 0,82 und 0,82 (p 0,0030, 0,0396, 0,0039)
nach Zugabe von 2, 10 und 50 pug/ml Enoxaparin. An Tag 14 war diese Veranderung

nicht mehr signifikant.

Die Messungen der Rivaroxaban-behandelten Zellen zeigten eine signifikante
Steigerung des Expressionslevels von IGF2 an Tag 14 bei einer Konzentration von
20 ng/ml und 100 ng/ml Rivaroxaban mit 1,28 und 1,35 (p 0,0348, 0,0099). Der Wert
bei 500 ng/ml Rivaroxaban war nicht signifikant erhéht (1,15, p 0,2410). Es ergaben
sich keine signifikanten Anderungen der Expression von IGFBP2 unter Einfluss von

Rivaroxaban. Abb. 14 zeigt die Genexpression von IGF2 und IGFBP2 unter Einfluss
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von Rivaroxaban und Enoxaparin an Tag 7 und 14 der osteogenen Differenzierung im

Bezug zur jeweiligen Kontrollgruppe.
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Relative Genexpression

Abb. 14: Genexpression von IGF2 und IGFBP2.

Unter Einfluss von Enoxaparin war die IGF2- und die IGFBP2-Expression an Tag7 (d7)
signifikant bis hoch signifikant bei allen eingesetzten Konzentration in Bezug auf die Kontrolle
erniedrigt. Dieser Einfluss war an Tag 14 (d14) nicht mehr sichtbar. Rivaroxaban hatte an Tag 7
keinen Einfluss auf die IGF2- oder IGFBP2-Expression und flhrte an Tag 14 sogar zu einer
signifikanten Steigerung der IGF-2-Expression (*p < 0,05, **p < 0,01, n=7an Tag 7, n =5 an
Tag 14).

K = Kontrolle (KE = ohne Zusatze bzw. KR = DMSO - Kontrolle); E1 = 2 ug/ml, E2 = 10 ug/ml,
E3 = 50 pyg/ml Enoxaparin; R1 = 20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban.
Insulin-like growth factor 2 (IGF2), insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP2).

Weitere osteogene Marker, deren Genexpression bestimmt wurden, waren PRKCa,
RANKL, Runx2 und der Knochen-spezifische Transkriptionsfaktor SP7. Das
Expressionslevel der PRKCa war dabei an Tag 7 unter Enoxaparin gesunken. Bei den
beiden niedrigeren Konzentrationen Enoxaparin sank die PRKCa-Expression
signifikant auf 0,77 und 0,74 (p 0,0189 und 0,0203) in Bezug auf die Kontrolle. Bei
50 pyg/ml Enoxaparin war der Wert nicht signifikant auf 0,89 erniedrigt. Ebenfalls
dosisabhangig herunter reguliert waren an Tag 7 der osteogenen Differenzierung unter
Enoxaparin die Expressionen von RANKL, Runx2 und SP7. In ansteigender
Enoxaparin-Konzentration waren die Werte der RANKL-Expression auf 0,80, 0,63 und
0,51 vermindert (p 0,1809, 0,0311, 0,0028). Das Runx2-Genexpressionslevel war im
Vergleich zu den Kontrollzellen bei 2 ug/ml Enoxaparin auf 0,68, bei 10 pg/mi
Enoxaparin auf 0,65 und bei 50 ug/ml Enoxaparin auf 0,62 gesunken (p 0,0198,
0,0099, 0,0034). Fur SP7 war die Expression dosisabhangig vermindert auf 0,56 (E1),
0,44 (E2) und 0,39 (E3; p 0,0133, 0,0032, 0,0033). Die Messung des mRNA-Gehaltes
von RANKL und Runx2 zeigten auch nach 14 Tagen weiterhin eine signifikante

Abnahme des Expressionslevels, allerdings nur unter Einfluss der hdchsten
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Enoxaparin-Konzentration. Die RANKL-Expression war dosisabhangig vermindert auf
0,79, 0,59 und 0,55 (p 0,1843, 0,0542, 0,0063). Fiur Runx2 war die Expression in
Bezug auf die Kontrollgruppe flir 2 ug/ml Enoxaparin 0,81, fir 10 ug/ml Enoxaparin
0,76 und fir 50 pg/ml Enoxaparin 0,77 (p0,0771, 0,0852, 0,0499). Das
Expressionslevel von SP7 konnte an Tag 14 nicht ausgewertet werden, da die
Schwankungen zu grof® waren und die Expression zu diesem Zeitpunkt zu gering war.
Die PRKCa-Expression war an Tag 14 nach Zugabe von Enoxaparin im Vergleich zur

Kontrolle nicht signifikant verandert.

Mit Rivaroxaban behandelte Zellen zeigten wiederum nach einer und nach zwei
Wochen osteogener Differenzierung keine signifikanten  Unterschiede im
Expressionslevel der Marker RANKL, Runx2 und SP7 in Bezug auf die DMSO-
Kontrolle. Die Expression von PRKCa war unter ansteigender Konzentration
Rivaroxaban an Tag 7 erhoht auf 1,30, 1,19 und 1,19, wobei nur unter der
Konzentration von 500 ng/ml Rivaroxaban ein signifikanter Wert gezeigt werden konnte
(p 0,0274). An Tag 14 ergab sich flr die PRKCa-Expression unter Rivaroxaban-

Einfluss im Vergleich zu Kontrolle kein signifikanter Unterschied (siehe Abb. 15).
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Abb. 15: Genexpression von PRKCa, RANKL, Runx2 und SP7.

Unter Einfluss von Enoxaparin zeigte sich an Tag 7 (d7) eine verminderte Genexpression im
Vergleich zur Kontrolle bei alle hier darstellten Markern. Dabei war die Runx2- und die
SP7-Expression bei allen eingesetzten Konzentrationen Enoxaparin an Tag 7 sigifikant oder
hoch signifikant verringert, bei der PRKCa- und RANKL-Expression flihrten an Tag 7 die beiden
niedrigeren bzw. die beiden hoheren Konzentrationen Enoxaparin zu einer signifikanten
Abnahme. An Tag 14 konnte eine signifikante Verringerung der Genexpression noch bei Runx2
unter 50 ug/ml Enoxaparin gezeigt werden, wobei die RANKL-Expression sogar hoch signifikant
erniedrigt war. Wahrenddessen fihrte Zugabe von Rivaroxaban zu keiner wesentlichen
Anderung der Genexpression der hier dargestellten Marker im Bezug auf die DMSO-Kontrolle.
Zugabe von 500 ng/ml Rivaroxaban fuhrten an Tag 14 sogar zu einer signifikanten
Expressionssteigerung der PRKCa (*p < 0,05, **p < 0,01, n=7an Tag 7, n =5 an Tag 14).

K = Kontrolle (KE = ohne Zusatze bzw. KR = DMSO - Kontrolle); E1 = 2 ug/ml, E2 = 10 ug/ml,
E3 = 50 pug/ml Enoxaparin; R1 = 20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban.
Proteinkinase C alpha (PRKCa), Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL),
Runt-related transcription factor 2 (Runx2), Transkriptionsfaktor SP7 (SP7, = Osterix).
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3.3. Effekte auf den Immunphanotyp

3.3.1. Unbeeinflusste Oberflachenmolekiile

Mit der durchflusszytometrischen Analyse der Zellen wurde die Expression
verschiedener Oberflachenmolekile wahrend der osteogenen Differenzierung
untersucht. Unter anderem wurde auch die Expression der beiden hamatopoietischen
Antigene CD34 und CD45 gemessen. Beide Oberflachenmolekiile werden auf
mesenchymalen Stromazellen und Knochenzellen nicht messbar exprimiert (<2 % der

Zellen) ™

. Das Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee der International
Society for Cellular Therapy hat hierbei Kriterien festgelegt, um humane MSCs zu
definieren. Dazu gehdrt, dass MSCs in einer Standard-Kultur Plastik-adharent sein
mulssen, dass sie in vitro zu Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten
differenzieren und dass die Zellen CD105, CD73 und CD90 exprimieren, wahrend
unter anderen CD45 und CD34 nicht exprimiert werden '*'. Der Mittelwert in % aller
positiven Zellen betrug bei den Messungen dieser Arbeit fur CD34 0,63 % (+0,05 %)
und fur CD45 0,36 % (+0,03 %) bei der Berechnung aus allen Messungen. Abb. 16
zeigt beispielhaft Punktwolkendiagramme zu CD34 und CD45 an Tag 7, 14 und Tag 21
von den Kontrollzellen ohne Medikamentenzusatz (KE). Dadurch wird verdeutlicht,
dass die Expression von CD34 und CD45 zum einen negativ ist und zum anderen auch
Uber die Zeit (Tag7 bis zu Tag 21) nicht zunimmt. Sowohl MSCs als auch

Osteoblasten exprimieren diese beiden Oberflachenmarker nicht.
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Abb. 16: Punktwolkendiagramme zur Expression der Oberflaichenmolekiile CD34 und

CD45.

Es sind beispielhaft Punktewolkendiagramme einer Probe (n = 1) zur Expression von CD34 und
CD45 bei den Kontrollzellen ohne Medikamentenzusatz dargestellt. Beide hier abgebildeten
Oberflachenmarker werden bei den osteogen differenzierten mesenchymalen Stromazellen
nicht messbar exprimiert. Die senkrechte Trennlinie wurde durch die Isotypenkontrolle bestimmt
und kennzeichnet so die Grenze zwischen negativer und positiver Expression.
CD = cluster of differentiation, APC = Allophycocyanin, PerCP-Cy5.5 = Peridinin Chlorophyll-

Cyanin 5.5.
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Aulerdem wurde die Expression der drei Oberflachenmarker CD73, CD90 und CD105
gemessen, die auf mesenchymalen Stromazellen besonders stark ausgepragt ist ™.
Sie werden daher als Stammzellmarker verwendet. Unter osteogener Differenzierung
geht die Expression dieser Marker zuriick 8. Abb. 17 zeigt diesen Abfall des Medians
der Fluoreszenzintensitdt fur die beiden Kontrollen KE (ohne Zusatze zum
Zellkulturmedium) und KR (DMSO-Kontrolle). An Tag 0, bei den undifferenzierten
MSCs, betrug der Mittelwert des Medians der Fluoreszenzintensitat fur CD73 105,42,
fur CD90 173,31 und fir CD105 57,06. Wahrend die Expression von CD73 und CD90
von Tag0 bis zu Tag 21 kontinuierlich abnahm (CD73: KE Tag 7: 69,81,
Tag 14: 56,69, Tag 21:30,85; KR Tag 7: 64,13, Tag 14: 46,18, Tag 21: 27,74 und
CD90: KE Tag7:116,50, Tag 14:68,16, Tag21:35,33; KR Tag7: 97,93,
Tag 14: 66,50, Tag 21: 33,69), stieg die Expression von CD105 von Tag 0 zu Tag 7
etwas an (von 57,06 an Tag 0 auf 58,27 bzw. 64,64 bei KE bzw. KR an Tag 7), bevor
der Abfall folgte (KE Tag 14:33,25, Tag21:25,26 und KR Tag 14: 30,63,
Tag 21: 25,04).
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Abb. 17: Anderung der Expression der Oberflichenmolekiile CD73, CD90 und CD105
wahrend 21 Tage osteogener Differenzierung.

Es kam insgesamt zu einer Abnahme der Expression aller drei Stammzellmarker CD73, CD90
und CD105 uber 21 Tage osteogener Differenzierung in den Kontrollen, die anhand des
Medians der Fluoreszenzintensitat bestimmt wurde. Dabei stieg die CD105-Expression von
Tag 0 auf Tag 7 noch dezent an, bevor die Abnahme folgte, wahrend die CD73- und CD90-
Expression kontinuierlich abfiel (n =7 an Tag 7 und 14, n = 6 an Tag 21).

KE = Kontrolle Enoxaparin, KR = Kontrolle Rivaroxaban, CD = cluster of differentiation.
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3.3.2. Anderung in der Expression von Oberflichenmolekiilen

Neben den oben genannten Oberflachenmarkern wurde die Expression von CD10,
CD49e und CD92 bestimmt. Eine kurzlich veréffentlichte Arbeit zeigte, dass diese

9 In der

Marker wahrend osteogener Differenzierung stark reguliert werden
vorliegenden Arbeit konnte Uber die Zeit wahrend der osteogenen Differenzierung bei
den Kontrollen ohne Zusatze (KE) bzw. mit DMSO (KR) fir CD92 ein Anstieg des
Medians der Fluoreszenzintensitat gezeigt werden (CD92: Tag 0: 11,39, KE Tag 7:
11,79, Tag 14: 19,83, Tag 21: 31,70; KR Tag 7: 14,13, Tag 14: 21,37, Tag 21: 29,87).
Bei den Messungen fir CD10 kam es in der DMSO-Kontrolle ebenfalls zu einem
schrittweisen Anstieg der Expression Uber die Zeit. Die Werte stiegen von Tag 0 mit
6,86 auf 9,41 an Tag 7, 13,33 an Tag 14 und 14,64 an Tag 21. Die Kontrolle ohne
Zusatze (KE) stieg ebenfalls bis Tag 14 an (Tag 7: 10,16, Tag 14: 14,96). Von Tag 14
auf Tag 21 folgte ein leichter Abfall (13,01). Wahrenddessen stieg der Median der
Fluoreszenzintensitat bei CD49e nur von Tag 0 zu Tag 7 an. Danach folgte ein Abfall.
Jedoch waren die Werte insgesamt sehr hoch (CD49e: Tag 0: 190,41; KE Tag 7:
224,31, Tag 14: 151,24, Tag 21: 102,70; KR Tag 7: 223,42, Tag 14: 138,97, Tag 21:
89,13). In Abb. 18 sind die genannten Werte graphisch dargestellit.
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Abb. 18: Anderung der Expression der Oberflichenmolekiile CD10, CD92 und CD49e
wahrend 21 Tage osteogener Differenzierung.

Die Expression der Oberflachenmarker CD10 und CD92 stieg insgesamt von Tag 0 zu Tag 21
unter osteogener Differenzierung in den Kontrollen an. Dargestellt ist dies anhand der
Bestimmung des Medians der Fluoreszenzintensitat. Die Expression von CD49e stieg ebenfalls
von Tag 0 zu Tag 7 an, bevor dann ein kontinuierlicher Abfall folgte. Hierbei war die Expression
an Tag 21 weiterhin hoch (n =7 an Tag 7 und 14, n = 6 an Tag 21).

KE = Kontrolle Enoxaparin, KR = Kontrolle Rivaroxaban, CD = cluster of differentiation.
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Unter Einfluss von Enoxaparin waren CD10 und CD92 an Tag 7 und 14 nach Beginn
der osteogenen Differenzierung im Bezug auf die Kontrolle dosisabhangig signifikant
herunterreguliert. An Tag 7 sank die Expression fur CD10 auf 89 % (2 pg/ml
Enoxaparin), 89 % (10 pg/ml Enoxaparin) und 85 % (50 ug/ml Enoxaparin; p 0,041,
0,003, 0,001) und an Tag 14 auf 75 %, 74 % bzw. 63 % (p 0,066, 0,025, 0,009). Fir
CD92 lag der Median der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur Kontrolle an Tag 7 fur
E1 bei 89 %, fur E2 bei 84 % und fur E3 bei 82 % (p 0,074, 0,027, 0,038) und an
Tag 14 bei 82 %, 76 % und 68 % (p 0,053, 0,034, 0,037). An Tag 21 waren die Werte
fur den Median der Fluoreszenzintensitat unter Enoxaparin-Einfluss auch kleiner als
der Wert der Kontrolle, allerdings nicht mehr signifikant.

Wahrenddessen zeigte Rivaroxaban in allen Konzentrationen weniger Einfluss auf die
Expression der Oberflachenmarker CD10 und CD92. Doch auch hier wurde ein Abfall
der Expression, verglichen mit den Kontrollzellen, sichtbar. Ein signifikanter Abfall
ergab sich allerdings nur an Tag 21 unter der mittleren Konzentration Rivaroxaban
(100 ng/ml) fur CD92. Die CD92-Expression sank an Tag 21 mit zunehmender
Rivaroxaban-Konzentration auf 78 %, 74 % und 82 % (p 0,060, 0,034 und 0,079).
CD10 war unter Rivaroxaban-Einfluss an Tag 21 ebenfalls verringert (82 %, 85 % und
88 %), allerdings nicht signifikant (p 0,060, 0,096, 0,160). Abb. 19 zeigt die Expression
von CD10 und CD92 gemessen am Median der Fluoreszenzintensitat an den Tagen 7,
14 und 21 nach Beginn der osteogenen Differenzierung unter Einfluss von Enoxaparin

und Rivaroxaban in Bezug auf die jeweilige Kontrolle.
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Abb. 19: Expression von CD10 und CD92.

Unter Einfluss von Enoxaparin kommt es an Tag 7 (d7) und Tag 14 (d14) zu einer signifikanten
(*p < 0,05) bis hoch signifikanten Abnahme (**p < 0,01) der Expression von CD10 und CD92.
An Tag 21 (d21) ist keine signifikante Anderung messbar. Rivaroxaban hat im Vergleich dazu
weniger Einfluss und fUhrt lediglich an Tag 21 beim Zusatz von 100 ng/ml Rivaroxaban zu einer
signifikanten Abnahme des Medians der Fluoreszenzintensitadt im Bezug auf die DMSO-
Kontrolle (n =7 an Tag 7 und 14, n =6 an Tag 21).

K = Kontrolle (KE = ohne Zusatze bzw. KR = DMSO - Kontrolle); E1 =2 pg/ml, E2 =10 pg/ml,
E3 = 50 pug/ml Enoxaparin; R1 = 20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban;

CD = cluster of differentiation.
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Auch die Expression von CD49e wurde unter Enoxaparin-Zusatz gehemmt. Hierbei
zeigte sich an Tag 7 noch kein Abfall, dafir wurde dieser an Tag 14 und 21 deutlich.
Der Wert fir den Median der Fluoreszenzintensitat war dabei an Tag 14 verringert auf
80 %, 78 % und 74 % der Kontrolle fur 2 yg/ml, 10 yg/ml und 50 pg/ml Enoxaparin
(p 0,059, 0,028, 0,018). An Tag 21 war er, jedoch nicht signifikant, verringert auf 83 %,
84 %, 81 %. Unter Einfluss von Rivaroxaban war die CD49e-Expression Uber die Zeit
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle ebenfalls vermindert. An Tag 7 war die Expression
unverandert, an Tag 14 zeigte sich ein dosisabhangiger, jedoch nicht signifikanter
Abfall (93 %, 90 % und 89 %). Der Median der Fluoreszenzintensitat war bei CD49e an
Tag 21 unter 20 ng/ml Rivaroxaban auf 85 %, unter 100 ng/ml Rivaroxaban auf 83 %
und unter 500 ng/ml Rivaroxaban auf 84 % (p 0,008, 0,015, 0,041) der Kontrolle
signifikant gesunken. Die Probenanzahl lag an Tag 7 und 14 bei n =7 und an Tag 21
bei n = 6. Die Ergebnisse des Einflusses der Medikamente auf die CD49e-Expression
sind in Abb. 20 dargestellit.
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Abb. 20: Expression CD49e.

Bei der Expression von CD49e, gemessen am Median der Fluoreszenzintensitat, zeigt sich an
Tag 7 (d7) keine Anderung unter Einfluss von Enoxaparin oder Rivaroxaban. An Tag 14 (d14)
kommt es zu einem Abfall der CD49e-Expression, welcher unter Einfluss der beiden héheren
Konzentrationen Enoxaparin signifikant (p* < 0,05) ist. An Tag 21 konnte eine im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle signifikant bis hoch signifikant (p** < 0,01) geringere CD49e-Expression unter
Einfluss von Rivaroxaban in allen Konzentrationen gezeigt werden (n = 7 an Tag 7 und 14,
n=6 an Tag 21). K=Kontrolle (KE=ohne Zusadtze bzw. KR =DMSO - Kontrolle);
E1=2pug/ml, E2=10ug/ml, E3 =50 ug/ml Enoxaparin; R1=20ng/ml, R2 =100 ng/ml,
R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban; CD = cluster of differentiation.
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3.4. Effekte auf die osteogene Differenzierung/Farbungen

3.4.1. Alkalische Phosphatase

Als ein Indikator fur die Osteoblasten-Aktivitat wurde die Alkalische Phosphatase (ALP)

angefarbt '*°

. Dabei zeigten sich bei keiner der Enoxaparin- oder Rivaroxaban-
behandelten Zellen makro- oder mikroskopisch erkennbare Unterschiede der
Farbeintensitat. Die quantitative Auswertung der Bilder zeigte allerdings einige wenige
signifikante Unterschiede. Nach 7 Tagen osteogener Differenzierung wurde ein
signifikanter Abfall der ALP-Farbeintensitat fir die hoéchsten Enoxaparin- und
Rivaroxaban-Konzentrationen im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt (50 ug/ml
Enoxaparin: 96 %, p 0.037; 500 ng/ml Rivaroxaban: 98 %, p 0.032). An Tag 14 wurden
keine signifikanten Unterschiede festgestellt, wahrend an Tag 21 wieder die hochste
Enoxaparin-Konzentration einen signifikanten Abfall der ALP-Farbeintensitat bewirkte
(50 pg/ml Enoxaparin: 97 %; p 0.044). Rivaroxaban hatte nach 21 Tagen osteogener
Differenzierung wiederum keinen signifikanten Einfluss auf die ALP-Farbung. Abb. 21
zeigt Beispiele von Bildern der gefarbte wells einer Zelllinie unter aufsteigender
Enoxaparin- und Rivaroxaban-Konzentration an Tag 21 und die Auswertung des
Mittelwerts der Farbeintensitat bezogen auf die jeweilige Kontrolle an den drei
Messpunkten (Tag 7, 14, 21).
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Abb. 21: Beispiel-wells der Farbung der Alkalischen Phosphatase an Tag 21 und
statistische Auswertung.

Bei der Farbung der Alkalischen Phosphatase (ALP) zeigte sich unter Einfluss von der hochsten
Konzentration Enoxaparin eine signifikante (p* < 0,05) Abnahme der Farbeintensitat an Tag 7
und 21 (d7 und d21). An Tag 14 (d14) war keine signifikante Anderung messbar. Rivaroxaban-
Zugabe zur Zellkultur fihrte wahrend der osteogenen Differenzierung der Zellen lediglich an
Tag 7 bei 500 ng/ml Rivaroxaban zu einer signifikanten Abnahme der ALP-Farbeintensitat. In
der oberen Bildhalfte sind beispielhaft die wells einer Zelllinie dargestellt, wobei mikroskopisch
keine eindeutigen Veranderungen sichtbar waren (n = 7).

K = Kontrolle (KE = ohne Zusatze bzw. KR = DMSO - Kontrolle); E1 =2 pg/ml, E2 =10 pg/ml,
E3 =50 pg/ml Enoxaparin; R1 = 20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban.
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3.4.2. Alizarin-Rot

Mit der Alizarin-Rot-Farbung werden Kalzifizierungen angefarbt '*°. Da an Tag 7 noch
keine Kalzifizierungen vorlagen, war hier keine Alizarin-Rot-Farbung sichtbar. An Tag
14 und 21 war die Farbeintensitat deutlich gréRer und eine quantitative Auswertung
war moglich. An Tag 14 nach Beginn der osteogenen Differenzierung waren weder
unter Einfluss von Enoxaparin noch unter Rivaroxaban signifikante Unterschiede in der
Menge an Kalzifizierung im Vergleich zu den Kontrollen sichtbar. Die Farbeintensitat,
die mit Hilfe von Image J und Berechnung des Mittelwerts bestimmt wurde, betrug fir
die drei Enoxaparin-behandelten Proben 100,45 %, 102,52 % und 102,46 % der
Kontrolle (2 ug/ml, 10 uyg/ml und 50 ug/ml Enoxaparin). Fir Rivaroxaban betrug die
Farbeintensitat 98,89 %, 99,62 % und 102,01 % (20 ng/ml, 100 ng/ml und 500 ng/ml

Rivaroxaban) der Kontrolle.

Nach 21 Tagen zeigte sich eine signifikante Reduktion der Farbeintensitat von Alizarin-
Rot unter Enoxaparin. Diese Reduktion war mikroskopisch sichtbar und auch in der
quantitativen Berechnung signifikant. Die Kalzifizierung nahm fiir 2 ug/ml Enoxaparin
auf 67 %, fur 10 pg/ml Enoxaparin ebenfalls auf 67 % und fir 50 pg/ml Enoxaparin auf
65 % der Kontrolle ab (p 0,031, 0,035, 0,049). Wahrenddessen hatte Rivaroxaban
keinen signifikanten Einfluss auf die Farbeintensitat von Alizarin-Rot im Vergleich zur
Kontrolle mit DMSO (20 ng/ml Rivaroxaban: 101,83 %, 100 ng/ml Rivaroxaban:
99,94 % und 500 ng/ml Rivaroxaban: 100,88 %). Abb. 20 zeigt beispielhaft einige
gefarbte wells an Tag 21 der osteogenen Differenzierung und die Auswertung des

Mittelwerts der Farbeintensitat aller Messungen in Bezug auf die jeweilige Kontrolle.
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Abb. 22: Beispiel-wells der Farbung mit Alizarin-Rot an Tag 21 und statistische
Auswertung.

Bei der Farbung mit Alizarin-Rot zeigte sich an Tag 14 (d14) weder unter Zusatz von
Enoxaparin noch unter Zugabe von Rivaroxaban eine Anderung der Farbeintensitat.
Wahrenddessen war an Tag 21 (d21) der osteogenen Differenzierung unter allen Enoxaparin-
Konzentrationen eine signifikante (p* < 0,05) Abnahme der Farbeintensitat messbar. Diese war
auch mikroskopisch deutlich sichtbar, wie die oben dargestellten wells zeigen. Rivaroxaban
fihrte auch an Tag 21 zu keinen signifikanten Veranderungen der Alizarin-Rot-Farbeintensitat
(n=7).

K = Kontrolle (KE = ohne Zusatze bzw. KR = DMSO - Kontrolle); E1 =2 pg/ml, E2 =10 pg/ml,
E3 =50 pg/ml Enoxaparin; R1 = 20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenhang von Knochenheilung und VTE-Prophylaxe

Die Knochenheilung ist ein sehr komplexer Vorgang, der mehrere Phasen von
Entzindung Uber Wiederherstellung und Umbau des Knochens umfasst. Die
Rekrutierung von MSCs, ihre Wanderung zum Ort des Knochendefekts, ihre
Proliferation und schliel3lich ihre osteogene Differenzierung sind entscheidende
Bestandteile der frihen Phase der Knochenheilung. Die sich aus den MSCs
entwickelnden Osteoblasten sind flr den Aufbau der Knochensubstanz zustandig. Zu
ihren Aufgaben gehéren die Bildung, Reifung und Mineralisierung der
Knochenmatrix . Damit nach Frakturen oder Operationen am Knochen
(beispielsweise Knie- oder Huftgelenksersatz) die Heilung komplikationslos ablaufen
kann, spielen verschiedene Signalmolekiile und das Zusammenspiel der zellularen
Elemente eine wesentliche Rolle. Dadurch gibt es auch viele Angriffsstellen, an denen
Medikamente diese Vorgange beeinflussen und somit die Knochenheilung positiv oder

negativ modulieren kénnen.

Es wird von einigen Medikamenten vermutet, dass diese die Knochenheilung negativ
beeinflussen. Dazu gehoéren beispielsweise nichtsteroidale Antiphlogistika, besonders
Indometacin ™""*2, und Glukokortikoide . Als Ursache fiir eine verzdgerte
Frakturheilung wird hierbei die Hemmung der Entziindungsreaktion vermutet, die in der
ersten Phase der Frakturheilung unter anderem zur Rekrutierung der MSCs wichtig
ist . Auch fiir Heparin gibt es Publikationen, die einen negativen Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel beschreiben. Dabei besteht noch kein komplettes Verstandnis,
welche genauen Mechanismen durch Heparin gestort werden und somit zu einer
negativen Beeinflussung des Knochenstoffwechsels fuhren. Eine Hypothese ist, dass
die Expression von Zytokinen, die bei der Osteogenese eine Rolle spielen, wie
Interleukin 1-B, Tumornekrosefaktor-a oder BMPs '*°, durch Heparin verdndert wird '*°.
Kanzaki et al. zeigten, dass Heparin durch Bindung an BMP2 und den BMP-Rezeptor
zu einer Hemmung der osteogenen Differenzierung filhrt '**. Eine weitere Méglichkeit
ist, dass Heparin an Wachstumsfaktoren, wie den Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2
bindet und so sowohl die Aktivitdt, als auch die Differenzierung von Osteoblasten
reguliert. Dafur spricht, dass Heparin die Halbwertszeit von Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-2 verlangert und so indirekt zu einer verminderten Kollagensynthese
fihrt '?°. Eine dritte Vermutung ist, dass Heparin die Differenzierung von MSCs direkt

beeinflusst "°. Heparin soll mit den Zellen der Osteoblasten-Zelllinie interagieren und
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so die MSC-Differenzierung verandern, die Anzahl an reifen Osteoblasten verkleinern
und die Synthese der Knochenmatrix durch die Osteoblasten verringern "®. Zudem
wurde gezeigt, dass Heparin Kalziumionen bindet und so den Kalziumspiegel im
Blutplasma verringert, was zu einer vermehrten Produktion des Parathormons flihrt.
Dieses steigert wiederum die Aktivitat von Osteoklasten und fihrt zu vermehrter

Knochenresorption ¥

Bisherige Studien zeigen unter Heparin eine Reduktion der Knochendichte '#''%

80

, einen

Verlust von Knochensubstanz und eine Hemmung der Aktivitat von

Osteoblasten 13"1%7

. Das Risiko fur die Entwicklung von Osteoporose und fiir eine
schlechtere  Frakturheilung ist daher unter Heparin, insbesondere bei

Langzeitanwendung, erhdht 19819,

Aufgrund von Nebeneffekten und Nachteilen in der Pharmakokinetik wurden neben
UFH die NMH entwickelt. Bei ihrem Einsatz wird die negative Wirkung auf den
Knochenstoffwechsel insgesamt als geringer beschrieben '®. Auch wenn sowohl UFH
als auch NMH die Osteoblasten- und Osteoid-Oberflache verringerten, fihrten NMH zu
weniger Osteopenie (Minderung der Knochendichte), wie Muir et al. zeigten. Dabei
wird vermutet, dass UFH gleichzeitig die Knochenbildung verringert und die
Knochenresorption steigert, wahrend NMH lediglich negativen Einfluss auf die

Knochenbildung hat .

Kock et al. beschrieben 2002 eine Verzoégerung der
Defektheilung im Tierversuch am Kaninchenmodell nach Entfernung eines
Knochenbléckchens nach 6 Wochen Applikation von UFH. Im Vergleich dazu hatte
eine Applikation von NMH in Bezug auf die Kontrollgruppe keine Hemmung der

Knochendefektheilung zur Folge .

VTE-Prophylaxe ist bei Immobilisation entscheidend, um eine Thrombose und
nachfolgende Komplikationen zu vermeiden. Nach orthopadischen/unfallchirurgischen
Operationen werden daher standardmafRig Antikoagulantien angewendet. Es wird an
der Weiterentwicklung neuer Antikoagulantien gearbeitet, um Nebenwirkungen zu
reduzieren und die Anwendung fir den Patienten einfacher zu gestalten. Aktuell sind
NMH, wie Enoxaparin, nach orthopadischen Eingriffen Mittel der ersten Wahl %%, Fiir
einige Indikationen ist seit 2008 auch Rivaroxaban als neues orales Antikoagulanz
zugelassen. Da sich das Indikationsspektrum von Rivaroxaban und Enoxaparin zum
grolen Teil deckt, wie beispielsweise zur Thromboseprophylaxe nach HUft- oder
Kniegelenksersatz, ist es besonders interessant, diese beiden Medikamente in ihrem
Wirkungs- und Nebenwirkungsspektrum zu vergleichen. In der vorliegenden Arbeit

wurde speziell der Einfluss von Rivaroxaban und Enoxaparin auf die Entwicklung und
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Differenzierung von MSCs wahrend ihrer osteogenen Differenzierung untersucht.
Damit sollten die Auswirkungen auf die friihe Knochenheilung untersucht werden, da in
bisherigen in vitro-Studien in erster Linie bereits differenzierte Osteoblasten eingesetzt

133135 Marsell et al. haben beschrieben, dass die Untersuchung reifer

wurden
Osteoblasten nur die Effekte auf spatere Stadien der Knochenheilung, die 3 -4
Wochen nach einer Operation/Knochenlésion eintreten, zeigt '*. In dieser Arbeit wurde
im Gegensatz dazu mit der osteogenen Differenzierung der MSCs die friihe Phase der
Knochenheilung, das heift die ersten Wochen nach Trauma/Operation, untersucht, da
die postoperative Thromboseprophylaxe besonders in den ersten Wochen nach der

Operation, vor vollstandiger Mobilisierung des Patienten, durchgefiihrt wird.

Die osteogene Entwicklung der MSCs lasst sich dabei in drei Phasen unterteilen.
Zunachst steht von Tag 1 - 4 die Zellproliferation im Vordergrund. Dann folgt die
Matrixbildung (frihe Zelldifferenzierung) von Tag 5 - 14 und die Mineralisierung
(terminale Zelldifferenzierung) von Tag 15 - 28 ""'%2. Um diese Phasen abzubilden,
wurden MSCs in der vorliegenden Arbeit Gber 21 Tage kultiviert und osteogen
differenziert. Enoxaparin und Rivaroxaban wurden in jeweils drei unterschiedlichen
Konzentrationen zum Zellkulturmedium hinzugefligt. Die Auswahl der eingesetzten
Konzentrationen der beiden Medikamente orientiert sich dabei am therapeutischen
Bereich flr ihren Einsatz in der Orthopadie/Unfallchirurgie. Fir Enoxaparin liegt dieser

zwischen 8 und 12 pg/ml *™

, daher wurden 2, 10 und 50 ug/ml Enoxaparin
eingesetzt. Fur Rivaroxaban wurde nach Einnahme von 10 mg Rivaroxaban am Tag
eine Plasmakonzentration zwischen 9 und 125 ng/ml gemessen . Daher wurde hier

der Einfluss von 20, 100 und 500 ng/ml Rivaroxaban getestet.

Bisher gibt es nur wenige Studien, welche die Auswirkungen von Rivaroxaban auf die
Knochenheilung untersucht haben. Bei der Literaturrecherche in PubMed erscheinen
bei Eingabe der Suchbegriffe ,Rivaroxaban“ und ,bone healing“ (,Knochenheilung®)
oder ,Rivaroxaban“ und ,Osteoblast” jeweils lediglich acht, beziehungsweise sieben
Studien '"8127.133-135163-166 (Racherche am 16.11.2016). Fiir die Proliferation und
Differenzierung von MSCs unter Einfluss von Antikoagulantien gab es, vor
Veroffentlichung der beiden Studien durch unsere Arbeitsgruppe, keine Studien -
weder fur Rivaroxaban noch fur Enoxaparin. Insgesamt konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Rivaroxaban signifikant weniger
Auswirkungen auf den Stoffwechsel der Zellen bei den von uns untersuchten
osteogenen Markern aufweist. Enoxaparin hat einen negativen Einfluss auf die
Differenzierung der MSCs zu Osteoblasten. Die Diskussion der konkreten Ergebnisse

folgt in den nachsten Unterkapiteln.
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4.2. Beeinflussung der Proliferation

Ein Teil der Arbeit bestand daraus, Uber Zellzdhlung und Berechnung der
Generationszahl die Proliferationsrate der MSCs wahrend osteogener Differenzierung
zu bestimmen. Die Zellproliferation findet besonders von Tag 1 bis 4 statt "’. Dabei
wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Enoxaparin die Proliferation der MSCs wahrend
der ersten Woche der osteogenen Differenzierung dosisabhangig und signifikant
steigert. Nach der zweiten und dritten Woche osteogener Differenzierung zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in der Proliferation zwischen den mit Enoxaparin-
behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle. Das konnte daran liegen, dass die
Zellen zu diesem Zeitpunkt Osteoblasten ahnlicher geworden sind. Solayar et al.
haben gezeigt, dass Enoxaparin keinen Einfluss auf die Proliferation humaner
Osteoblasten hat '**. Zusatzlich war die Proliferation der MSCs unter Enoxaparin in der
ersten Woche stark erhoht, so dass in der zweiten Woche keine Proliferation mehr
auftrat, da das Potential der Zellen aufgebraucht war und die Gewebekulturflaschen
voll waren. Im Gegensatz dazu hatten Kock et al. gezeigt, dass NMH das Wachstum
von Osteoblasten nach 48 und 96 Stunden Kultivierung hemmen. Enoxaparin hatte

dabei jedoch von den vier eingesetzten NMH (Enoxaparin, Nadroparin, Dalteparin,

13 132,135

Certoparin) den geringsten Einfluss 2. In diesen beiden genannten Studien
wurden die Zellen im Vergleich zu den Versuchen in der vorliegenden Arbeit keinem
Differenzierungsdruck ausgesetzt, da bereits ausdifferenzierte Osteoblasten eingesetzt
wurden. Winkler et al. zeigten eine signifikante Steigerung der Proliferation von
Osteoblasten unter Einfluss mittlerer Konzentrationen UFH und dem NMH Dalteparin
nach 15 Tagen Kultivierung. Lediglich beim Einsatz héherer Konzentrationen UFH und
Dalteparin, weit Uber dem therapeutischen Bereich (bis 100-fach hdéher), zeigte sich ein

Abfall der Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle ™.

Unter Rivaroxaban-Zugabe wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit kein Einfluss auf
die Proliferation festgestellt. Die Bestimmung der Generationszahlen zeigte Uber 21
Tage osteogener Differenzierung im Vergleich zu den DMSO-Kontrollen keine
signifikanten Veranderungen. Diese Ergebnisse stimmen mit den Ausflihrungen von
Solayar et al. Uberein, die keine negativen Effekte von Rivaroxaban auf die
Zelllebendigkeit (cell viability), also die Anzahl lebendiger Zellen, die hier als Parameter
der Proliferation gewahlt wurde, beschrieben haben. Fir niedrige Rivaroxaban-
Konzentrationen zeigten Solayar et al. sogar eine signifikante Erhéhung der
Zelllebendigkeit nach 72 Stunden Inkubation (bei 13 ng/ml Rivaroxaban um 15 %, bei

135

130 ng/ml Rivaroxaban um 10 %) . Wahrenddessen haben Gigi et al. eine

signifikante Hemmung des Wachstums der in der Zellkultur eingesetzten Osteoblasten
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unter Einfluss von Rivaroxaban beschrieben. Zellen wurden dort 24 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen von Rivaroxaban kultiviert. Als Parameter fir die
Proliferation wurden die DNA-Synthese und die Creatinkinase-spezifische Aktivitat der
Osteoblasten bestimmt. Die DNA-Synthese und die Creatinkinase-spezifische Aktivitat
sanken dabei dosisabhangig. Es ist zu beachten, dass dabei Konzentrationen
zwischen 0,01 pug/ml und 50 pg/ml Rivaroxaban (entsprechen 10 ng/ml bis 50000 ng/mi
Rivaroxaban) eingesetzt wurden, wobei die héheren Konzentrationen weit Gber dem

therapeutischen Bereich von Rivaroxaban liegen "*°.

Generell wird durch Erhéhung der Zellproliferation die Knochenheilung verbessert. Auf
den ersten Blick scheinen die Ergebnisse dieser Arbeit, in der eine Erhohung der
Proliferation in der ersten Woche der osteogenen Differenzierung der MSCs unter
Enoxaparin gezeigt wurde, bisherigen Erkenntnissen einer verzogerten Frakturheilung
und eines erhohten Osteoporose-Risikos unter Enoxaparin zu widersprechen. Geht
man jedoch einen Schritt weiter im Ablauf der Knochenheilung, missen sich die MSCs
im Verlauf zu reifen Osteoblasten weiterentwickeln, um neuen Knochen bilden zu
kénnen. Hierbei verlieren die Zellen ihr Proliferationspotenzial, da Differenzierung und
Proliferation nicht gleichzeitig auftreten '°'®*. Ein erhdhtes Proliferationspotenzial weist
also auch darauf hin, dass das Differenzierungspotenzial der Zellen in dieser Zeit

t ' Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere Versuche zur

verringert is
Untersuchung der Differenzierung der Zellen angeschlossen. Vermutet wurde eine
Hemmung der Differenzierung durch Enoxaparin. Unter Einfluss des Faktor Xa-
Inhibitors Rivaroxaban wurde in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Einfluss auf

die Proliferation von MSCs unter osteogener Differenzierung gemessen.
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4.3. Beeinflussung der Differenzierung

Zur Untersuchung des Einflusses von Rivaroxaban und Enoxaparin auf die
Differenzierung der MSCs zu Osteoblasten wurden in dieser Arbeit drei verschiedene
Methoden angewandt. Zum einen die qRT-PCR, um die Differenzierung auf der Ebene
der Genexpression zu beurteilen, die durchflusszytometrische Analyse zur Beurteilung
des Immunphanotyps und die Durchfihrung von Farbungen der ALP und von

Kalzifizierungen mittels Alizarin-Rot zur Analyse auf histochemischer Ebene.

Im Rahmen der transkriptionellen Analyse wurden verschiedenen Primer verwendet.
Durch Bindung der Primer und folgender gRT-PCR wurde gezeigt, ob und in welchem
MalRe das jeweilige Zielgen von den Zellen exprimiert wird. Da untersucht werden
sollte, ob sich die MSCs unter Einfluss der beiden Antikoagulantien ebenso zu
Osteoblasten entwickeln, wie in den Kontrollgruppen, wurden in erster Linie Zielgene
gewahlt, die bei Knochenzellen starker exprimiert werden als bei MSCs. Um dies zu
zeigen wurde zunadchst die Expression der Zielgene an Tag 7 bzw. 14 mit der

Expression der Zielgene an Tag 0 verglichen.

Einer der Marker war die Alkalische Phosphatase (Leber/Knochen/Niere-Typ; ALPL).
ALPL ist das Gen, welches das Enzym ALP codiert. ALP steht in Verbindung mit der
Osteoblasten-Membran und wird daher in vielen Studien als knochenspezifischer
Marker verwendet '*’. Es soll eine Rolle bei der Matrix-Mineralisierung spielen. Die
ALP-Aktivitit im Serum wird als Indikator fiir die Knochenbildung verwendet '®"'%. In
der vorliegenden Arbeit wurde ein deutlicher Anstieg der ALPL-Expression an Tag 7
gezeigt, dann folgte ein leichter Abfall. Dabei war aber die Expression an Tag 14 immer
noch dreimal hoéher als bei den MSCs zu Beginn der Untersuchung. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Werten von Kulterer et al. Gberein, die eine steigende Expression von
ALPL ab Tag 4 der osteogenen Differenzierung beschreiben, die ab Tag 14 wieder
zuriickgeht . Bei Huang et al. wurde an Tag 7 der héchste Wert fiir die ALPL-

Expression gemessen '%2.

Bone y-carboxy-glutamic acid-containing protein (BGLAP), auch als Osteocalcin (OCN)
bezeichnet, ist Teil der extrazellularen Knochenmatrix und ein spater Marker der
Osteogenese '®°. Es wurde bei unseren Versuchen an Tag 7 und 14 im Vergleich zu
den Ausgangszellen vermindert exprimiert. Aus bisherigen Studien ist zu vermuten,

dass BGLAP erst an Tag 21 sein Maximum erreicht 7.

Wahrenddessen ist das bone morphogenic protein 2 (BMP2) ein friher Marker der

103

Knochendifferenzierung ™. BMP2 gehort zur transforming growth factor-(TGF-)B-

69



4. Diskussion

Superfamilie und aktiviert den Smad-Signalweg '"°

, kann allerdings auch Smad-
unabhangig wirken (Smad-Proteine = intrazellulare Proteine, durch TGF-B aktiviert).
Dadurch induziert es die Differenzierung von MSCs zu Osteoblasten (pro-osteogenic
growth factor) (iber Stimulierung der Expression einer Vielzahl an Zielgenen '". Neben
BMP2 spielen auch BMP4, 6, 7 und 9 bei der osteogenen Differenzierung eine
Rolle ""?. An Tag 7 der osteogenen Differenzierung war die BMP2-Expression in den
Versuchen der vorliegenden Arbeit auf mehr als das Vierfache angestiegen. Aufgrund
des osteoinduktiven Potenzials wird BMP2 bei Osteoporose bzw. bei osteoporotischen

Frakturen als therapeutische Option diskutiert '">.

Wahrenddessen wird Kollagen | A1 (COL1A1) von Zellen in verschiedenen Geweben
exprimiert - neben Knochen auch in der Haut, in Sehnen und im Auge. Die COL1A1-
Expression hat sich in den Versuchen der vorliegenden Arbeit in der Kontrollgruppe
nach 7 Tagen osteogener Differenzierung mehr als verdoppelt. Bei Wagner et al.
wurde COL1A1 als spater Marker der osteogenen Differenzierungskaskade

definiert "%,

Ein weiteres in der vorliegenden Arbeit untersuchtes Marker-Gen ist Cadherin 11
(CDH11). CDH11 reguliert Kalzium-abhangige Zell-Zell-Adhasionen und ist fir eine
normale Differenzierung der Osteoblasten notwendig. Daher ist es wahrend
osteogener Differenzierung hochreguliert '"*'">. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte
an Tag 7 sowie an Tag 14 eine Steigerung der Expression von CDH11 gemessen

werden. Diese war allerdings nicht signifikant.

Als Inhibitor des Wnt-Signalwegs wurde die Expression des dickkopf Whnt-signaling
pathway inhibitor 1 (DKK1) bestimmt. Uber den Wnt-Signalweg wird die
Selbsterneuerung von Stamm- und Vorlauferzellen reguliert. In der Krebsforschung
wurde eine Stoérung des Wnt-Signalwegs als moglicher Pathomechanismus
identifiziert '°. Studien zeigen auRerdem, dass Wnt-Proteine das Wachstum von
Stammzellen steigern, wahrend die Differenzierung gehemmt wird '’. Eine aktuelle
Studie zeigte, dass DKK1 die BMP9-induzierte Differenzierung von MSCs zu
Osteoblasten (iber die Hemmung des Wnt-Signalwegs negativ beeinflusst '*°.
Insgesamt ist die Rolle von DKK1 bei der Osteogenese noch nicht komplett
verstanden. In der vorliegenden Arbeit war die DKK1-Expression in der Kontrollgruppe
ohne Medikamentenzusatze an Tag 7 der Zellkultur signifikant, mehr als 5-fach, héher

als bei den MSCs an Tag 0.

Der insulin-like growth factor 2 (IGF2) ist ein wichtiger Wachstumsfaktor, der das

Wachstum von humanen Knochenzellen verstarkt. Jedoch ist die Wirkung von IGF2
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auf Knochenzellen nicht nur auf Wachstumsreize beschrankt. IGF2 hat zusatzlich
Einfluss auf die Zelldifferenzierung, wie die Kollagen-Produktion oder die Anlagerung
der Knochenmatrix (matrix apposition) '°. AuRerdem verhindert IGF2 die Apoptose
humaner Osteoblasten (protektiver Effekt) '. In der Kontroligruppe zeigte die
Expression von IGF2 bei den Zellen an Tag 7 nach Beginn der osteogenen
Differenzierung verglichen zu den MSCs die grofdte Steigerung aller untersuchten
Marker. Die IGF2-Expression war nach einer Woche Zellkultur 156-fach hdher als an
Tag 0. Einer der Bindungsfaktoren von IGF2 ist das insulin-like growth factor binding
protein 2 (IGFBP2). Im Komplex stimulieren die beiden Faktoren die Knochenbildung
und verhindern den Verlust von Knochensubstanz/Knochendichte. Dies zeigte sich im
in vivo-Versuch bei Ratten, in dem durch subkutane Gabe von IGF2/IGFBP2-Komplex
Verlust von Knochendichte vorgebeugt und die Knochenbildung gesteigert werden

konnte '®

'. Eine aktuelle Studie zeigt, dass IGF2 in osteoporotischem Knochen im
Vergleich zu gesundem Knochen herunterreguliert ist '®2. IGFBP2 stimuliert direkt die
osteogene Differenzierung, wie Xi et al. an einem Knock-out Maus-Modell zeigten. Bei
Knock-out-Mausen war die osteogene Differenzierung vermindert, wahrend eine

Uberexpression von IGFBP2 zu einer Steigerung fiihrte &

Die osteogen
differenzierten Zellen exprimierten auch in der vorliegenden Arbeit an Tag 7 und 14
signifikant mehr IGFBP2 (Tag 7: 26-fach, Tag 14: 15-fach hdhere Expression im

Vergleich zu den Zellen an Tag 0).

Als Regulator der Aktivitat von Osteoblasten, unter anderem wiederum Uber den
Whnt-Signalweg, spielt auch die Proteinkinase C alpha (PRKCa) eine Rolle bei der
osteogenen Differenzierung, wobei der genaue Wirkmechanismus noch nicht komplett
verstanden ist. Es gilt als mdglicher Angriffspunkt fir therapeutische Ansatze bei
Knochenerkrankungen '®*. Die PRKCa-Expression war an Tag 7 osteogener

Differenzierung etwa verdoppelt (1,95).

Der Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) gehort zur Tumor-
Nekrose-Faktor-Superfamilie. Er wird auf Osteoblasten exprimiert und bindet an den
RANK-Rezeptor von Osteoklasten-Vorlauferzellen, wodurch diese aktiviert werden und
ihre Differenzierung zu Osteoklasten gefordert wird. Es ist aullerdem ein Ligand fur
Osteoprotegerin (OPG), welches ebenfalls von Osteoblasten exprimiert wird und
RANKL antagonisiert. Es spielt daher eine wichtige Rolle fir das Gleichgewicht

zwischen Knochenauf- und -abbau '®°.

Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der fur die Differenzierung von Osteoblasten wichtig

ist, ist der Runt-related transcription factor 2 (Runx2). Runx2 zahlt dabei zu den
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essentiellen Faktoren fiir die Entwicklung von MSCs zu Osteoblasten '®. Runx2-
negative Mause zeigen eine komplette Aufhebung der Knochenbildung. Weiterhin
entwickeln sich MSCs unter Abwesenheit von Runx2 vermehrt zu Fett- und

Knorpelzellen .

Es ist wahrend des gesamten Zeitraumes der osteogenen
Differenzierung hochreguliert. Runx2 férdert die Differenzierung zu Osteoblasten auf
einer frihen Stufe (von MSCs zu Osteoblastenvorlauferzellen und frihen
Osteoblasten) und hemmt sie auf einer spaten Stufe '®’. Sowohl bei RANKL als auch
bei Runx2 war die Expression Uber die Zeit von Tag 0 auf Tag 7 und auf Tag 14

ansteigend, jedoch nicht signifikant groRer.

Als  letzter Marker wurde die Expression des Knochen-spezifischen
Transkriptionsfaktors SP7, auch Osterix genannt, bestimmt. SP7 ist ein friher Marker
der Knochendifferenzierung. In Abwesenheit von SP7 differenzieren MSCs nicht zu
Osteoblasten und lagern sich nicht in die Knochenmatrix ein 18 Bei Mausen, in denen
die SP7-Expression ausgeschaltet wurde, differenzierten MSCs nicht mehr zu
Osteoblasten, behielten aber ihre Fahigkeit zur Entwicklung zu Knorpelzellen. In
Runx2-negativen Mausen exprimieren MSCs kein SP7, wahrend in SP7-negativen
Mausen weiterhin Runx2 exprimiert wird. SP7 ist also ein Runx2-nachgeschaltetes
Gen '%. SP7 war in der vorliegenden Arbeit an Tag 7 der osteogenen Differenzierung
signifikant (4,76-fach) starker exprimiert als bei den Ausgangszellen. Stein et al.
zeigten, dass MSCs an ihrem siebten Tag der osteogenen Differenzierung, humanen
Osteoblasten am ahnlichsten waren. Zu diesem Zeitpunkt waren nur 399 von 28606

untersuchten Genen unterschiedlich exprimiert (1,39 %) ""'¢°.

Unter Einfluss des NMH Enoxaparin zeigte sich in den durchgeflihrten Versuchen der
vorliegenden Arbeit insgesamt eine Reduktion der Genexpression der meisten
osteogenen Marker. Bei 11 der 12 in der gqRT-PCR untersuchten Gene konnte eine
signifikante Reduktion der Genexpression unter Einfluss von Enoxaparin
nachgewiesen werden. Das bestatigt bisherige Studien, die einen negativen Einfluss
von Heparin auf den Knochenstoffwechsel beschreiben. Wahrenddessen waren diese
negativen Auswirkungen auf den Knochenstoffwechsel unter Einfluss von Rivaroxaban

geringer ausgepragt oder gar nicht vorhanden.

ALPL ist dabei in der Literatur ein haufig verwendeter Marker als Ausdruck fir den
Grad an osteogener Differenzierung. Handschin et al. zeigten 2005 eine Hemmung der
ALPL-Expression in humanen Osteoblasten unter dem Einfluss des NMH Dalteparin
nach 3 und 7 Tagen Zellkultur '°. Ebenso beschrieben Winkler et al. einen Abfall der

ALPL-Aktivitat bei Zugabe von UFH, Dalteparin und Melagatran, wenn auch nur in den
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am hdchsten eingesetzten Konzentrationen. Der negative Einfluss von UFH war dabei
signifikant am groBten "*'. In den Versuchen der vorliegenden Arbeit bestéatigten sich
diese Ergebnisse, in dem wir eine signifikante Reduktion der Genexpression von ALPL
unter Einfluss von Enoxaparin in allen eingesetzten Konzentrationen nach 7 Tagen
osteogener Differenzierung zeigten. Auch Solayar et al. haben einen Abfall der ALPL-
Aktivitat nach Zugabe von Enoxaparin bei der Kultivierung humaner Osteoblasten
beschrieben. Ebenso wurde dort unter Zugabe von Rivaroxaban ein Abfall der ALPL-

Aktivitat gezeigt '*°

. Wahrenddessen wurde in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter
Einfluss von Rivaroxaban auf die Genexpression von ALPL nachgewiesen. Auch Gigi
et al. haben einen negativen Einfluss von Rivaroxaban auf die ALPL-Aktivitat humaner
Osteoblasten postuliert . Im Gegensatz zu den Studien von Solayar und Gigi wurde
in dieser Studie allerdings der Einfluss auf in der osteogenen Differenzierung
befindliche MSCs und nicht auf bereits differenzierte Osteoblasten untersucht. Das
konnte bedeuten, dass Rivaroxaban auf die frihen Entwicklungsstufen der
Knochenzellen keinen negativen Einfluss hat, aber in spateren Stadien die
Osteoblastenfunktion hemmt. Zusatzlich zur Bestimmung der Genexpression von ALPL
wurde in dieser Arbeit eine Farbung der ALP durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Farbeintensitat, weder bei Zugabe von Enoxaparin,
noch bei Zugabe von Rivaroxaban nach 7, 14 oder 21 Tagen osteogener
Differenzierung. Auch Matziolis et al. zeigten 2003 unter Zugabe von Dalteparin,
Enoxaparin, UFH und Fondaparinux eine weitgehend unveranderte ALP-Aktivitat bei

humanen Osteoblasten .

Ein weiterer Primer, der ebenfalls in vorangegangenen Studien in diesem
Zusammenhang untersucht wurde, ist COL1A1. Matziolis et al. beschrieben einen
Abfall der COL1A1-Expression unter Einfluss von Heparin (sowohl bei NMH
(Enoxaparin und Dalteparin), als auch bei UFH) '*". Winkler et al. zeigten bei Zugabe
von UFH in niedriger Dosierung eine leichte Steigerung der COL1A1-Expression. Bei
Zugabe von UFH in héherer Konzentration wurde jedoch einen deutlichen Abfall der
Expression von COL1A1 in humanen Osteoblasten (9 % der Kontroligruppe)
nachgewiesen. Auch Melagatran und Dalteparin hatten in héheren Konzentrationen
einen hemmenden Einfluss auf die COL1A1-Expression (46 % bzw. 54 %), wobei die
COL1A1-Expression jedoch héher war als unter UFH "*'. Auch Handschin et al. zeigten
2005 eine Hemmung der COL1A1-Expression durch Dalteparin, ebenso wie eine
Hemmung der OCN (= BGLAP)-Expression '?°. Eine andere Studie von Handschin et
al. im Jahr 2006 mit Untersuchung der Entwicklung von humanen Osteoblasten unter

Dalteparin-Einfluss zeigte weiterhin, dass BGLAP bei Zugabe einer Konzentration von
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300 und 900 ug/ml Dalteparin zur Zellkultur vermindert exprimiert wird, jedoch nicht bei
einer Konzentration von 30 ug/ml Dalteparin. Hier wurde auflerdem die
Runx2- Expression bestimmt, die ebenfalls fir die beiden héheren Konzentrationen
Dalteparin bei 7 Tagen Zellkultur vermindert war ". In der vorliegenden Arbeit konnten
ahnliche Ergebnisse erzielt werden. Unter Enoxaparin-Einfluss sank die Expression
von BGLAP und Runx2 an Tag 7 der osteogenen Differenzierung fir alle
Konzentrationen Enoxaparin signifikant. An Tag 14 war der Einfluss weiterhin sichtbar,
jedoch war nur noch fir die héchste Konzentration Enoxaparin die Runx2-Expression
signifikant erniedrigt. COL1A1 war im Gegensatz dazu besonders an Tag 14
signifikant, wiederum unabhangig von der eingesetzten Konzentration Enoxaparin,
herunterreguliert. Wahrenddessen fihrte Rivaroxaban in keiner der verwendeten
Konzentrationen zu signifikanten Anderungen der Expression von COL1A1, BGLAP
oder Runx2. Solayar et al. hatten ebenfalls die mMRNA-Expression von BGLAP und
Runx2 in humanen Osteoblasten unter Einfluss von Enoxaparin und Rivaroxaban nach
Tag 1 und Tag 7 in der Zellkultur bestimmt. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit wurde hier allerdings, besonders fir die hohen Konzentrationen
Rivaroxaban, eine Abnahme des Expressionslevels dieser beiden Marker

beschrieben °.

AulRerdem wurde bei Solayar et al. die Expression von BMP2
untersucht. Alle Konzentrationen Enoxaparin ebenso wie Rivaroxaban flhrten in dieser
Studie zu einer verminderten BMP2-Expression nach 1 Tag bzw. 7 Tagen Kultivierung

humaner Osteoblasten '°

. Im Gegensatz dazu war die BMP2-Expression in den
Versuchen der vorliegenden Arbeit lediglich an Tag 7 nach Beginn der osteogenen
Differenzierung der MSCs unter Einfluss von Enoxaparin vermindert. Flr Rivaroxaban

konnte kein negativer Einfluss bestatigt werden.

Eine kanadische Studie, die 2004 veroffentlicht wurde, hat den Einfluss von UFH im
Vergleich mit dem NMH Fragmin (Dalteparin) auf die Osteogenese und Adipogenese
von MSCs in vitro untersucht. Insgesamt zeigte sich, dass NMH und UFH die
Osteoblasten-Formation hemmen und die Adipozyten-Differenzierung steigern, wobei
die Auswirkungen von NMH geringer waren als die von UFH "°. Im Rahmen der RT-
PCR wurde dort der Einfluss von UFH auf die Expression von Runx2 und SP7
untersucht. Dabei wurde eine dosisabhangige signifikante Verringerung der Runx2-
und SP7-Expression unter Einfluss von 10 ug/ml und 25 ug/ml Heparin nach 12 Tagen
Zellkultur gezeigt. Wahrenddessen war die Expression des Adipozyten-spezifische
Markers PPAR-y unter Heparin erhoht '*°. In der vorliegenden Arbeit konnten wir unter
Enoxaparin-Zugabe zur Zellkultur den hemmenden Einfluss von Heparin auf die

Runx2- und SP7-Expression bestatigen. An Tag7 zeigten sich, ebenfalls
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dosisabhangig, signifikant verringerte Expressionslevel von SP7 und Runx2 im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Runx2-Expression betrug dabei jeweils weniger als
70 % der Kontrolle und die SP7-Expression war sogar noch geringer, namlich in
ansteigender Enoxaparin-Konzentration dosisabhangig vermindert auf 56 %, 44 % und
39 % der Kontrolle. Rivaroxaban-Zugabe zur Zellkultur fihrte weder nach 7 noch nach
14 Tagen Zellkultur unter osteogenem Differenzierungsdruck zu einer signifikanten

Anderung der Runx2- oder SP7-Konzentration.

Irie et al. beschrieben, dass die mMRNA-Expression von RANKL, RANK und OPG in
einer Ko-Kultur von Mause-MSCs und Osteoblasten durch Heparin nicht beeinflusst
wird '®. Es wurde jedoch auch gezeigt, dass Heparin direkt an OPG bindet und damit
die OPG-gesteuerte Hemmung der Knochenresorption durch Osteoklasten vermindert.
Dadurch steigert Heparin indirekt den Knochenabbau. Auferdem wird die
OPG/RANKL-Interaktion durch Heparin gehemmt '®. Wahrenddessen war in den
Versuchen der vorliegenden Arbeit die mMRNA-Expression von RANKL unter Einfluss
von Enoxaparin im Vergleich mit der Kontrollgruppe vermindert. An Tag 7 wurde eine
signifikante Verringerung der RANKL-Expression unter den beiden hdéheren
Konzentrationen Enoxaparin gezeigt, die auch an Tag 14 der Zellkultur noch
nachweisbar und flr 50 ug/ml Enoxaparin signifikant war. Wahrenddessen hatte
Rivaroxaban in keiner der eingesetzten Konzentrationen einen Einfluss auf die RANKL-
Expression. Eine Veranderung der RANKL-Expression stért das Gleichgewicht
zwischen dem Auf- und Abbau von Knochen ™. RANKL steigert dabei die
Differenzierung von Osteoklasten ' und filhrt so zu vermehrten Knochenabbau. Eine
Verminderung der RANKL-Aktivitat wirde dementsprechend zu einem verminderten
Knochenabbau fiihren. Auf der anderen Seite wird RANKL in hohem Mafe von
Osteoblasten exprimiert. Eine verminderte Expression durch die Zellen in der
vorliegenden Arbeit unter Einfluss von Enoxaparin kénnte auch Indikator sein, dass die
eingesetzten MSCs noch nicht bis zu Osteoblasten differenziert sind, sondern sich
noch in den Vorstufen der Differenzierung befinden. Enoxaparin fuhrt also zu einer
verminderten Differenzierung der MSCs. Fir Rivaroxaban besteht dieser Einfluss nicht.

Die OPG-Expression wurde in der vorliegenden Arbeit nicht gemessen.

Auch die weiteren osteogenen Marker, die in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurden, bestatigen die Ergebnisse der bisher genannten Anderungen des
mRNA-Expressionslevels unter Einfluss von Enoxaparin und Rivaroxaban. Enoxaparin
flhrte an Tag 7 zusatzlich zu einem signifikanten Abfall der Expression von CDH11,
DKK1, IGF2, IGFBP2 und PRKCa. Rivaroxaban hatte in den Versuchen der

vorliegenden Arbeit wiederum wenig Einfluss auf das Expressionslevel dieser Marker
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im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Lediglich die DKK1-Expression war an Tag 14 in der
héchsten Dosis signifikant vermindert. Wahrenddessen war die IGF2-Expression (unter
Einfluss von 20 ng/ml und 100 ng/ml Rivaroxaban) an Tag 14 und die PRKCa-
Expression (unter Einfluss von 500 ng/ml Rivaroxaban) sogar signifikant hochreguliert.
Diese Gene wurden in der bisher verfligbaren Literatur noch nicht im Zusammenhang
mit Expressionsveranderung unter Einfluss von Antikoagulantien bei MSCs oder
Osteoblasten untersucht. Somit stellen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in
diesem Bereich ganz neue Erkenntnisse dar, welche im Kontext keine
Vergleichsmdglichkeit besitzen. Grundsatzlich betrachtet bestatigen sie allerdings
unsere Hypothese, dass Enoxaparin als NMH die Differenzierung von MSCs in
Richtung Osteoblasten vermindert, da alle genannten Marker von Osteoblasten

exprimiert werden. Rivaroxaban scheint diesen hemmenden Einfluss nicht zu haben.

Da Veranderungen in der Genexpression nicht unbedingt den aktuellen Phanotyp
reflektieren, wurde in dieser Arbeit zusatzlich die Expression von
Oberflachenmolekiilen untersucht. Hierzu wurden drei Marker, die in einer kurzlich
veroffentlichten Arbeit von Granéli et al. besonders als Indikatoren fir die
Differenzierung von MSCs zu Osteoblasten identifiziert wurden, eingesetzt. Dabei
handelt es sich um CD10 (Neprilysin), CD49e (Integrin alpha-5) und CD92 (choline
transporter-like protein 1). Beim Vergleich zwischen undifferenzierten MSCs und
osteogen differenzierten MSCs steigerte sich die Expression dieser drei
Oberflachenmarker deutlich. Die CD10-Expression stieg auf das 9,4-fache, die CD49e-
Expression auf das 4,6-fache und die CD92-Expression sogar auf das 15,9-fache '*°.
In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnte Uber die Zeit ebenfalls ein
Anstieg der Expression von CD10 und CD92 gemessen werden. Die CD49e-
Expression stieg von Tag 0 auf Tag 7 ebenfalls an, fiel im Verlauf jedoch ab. Jedoch

zeigte sich insgesamt eine hohe Expression von CD49e bei allen gemessenen Proben.

Das Oberflachenmolekiil CD10 ist eine Zink-Metallopeptidase, die an der Regulation
des Metabolismus von Osteoblasten und Osteoklasten beteiligt ist. Es wurde auf der
Oberflache verschiedener Zellen der Osteoblasten-Linie gefunden. Als Substrate
wurden beispielsweise Osteostatin, Osteogenic growth peptide und das Hormon
Calcitonin identifiziert. Des Weiteren wurde im Mausmodell in Knochen von
Neugeborenen ein héherer Gehalt an CD10 festgestellt als in Knochen erwachsener
M&use, was einen Zusammenhang mit Knochenwachstum vermuten lasst '*°. Eine
Erhéhung von osteogenen Peptiden wahrend osteogener Differenzierung kénnte zu
einer Erhéhung von CD10 und seiner enzymatischen Aktivitat fithren *°. Neben CD10

wurde die Expression des Oberflachenmolekiils CD49e, auch bekannt als Integrin
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alpha 5, bestimmt. Die Familie der Integrine beeinflusst grundsatzlich die Adhasion von
Zellen an andere Zellen oder an extrazelluldre Proteine. Es ist an der Adhasion und am
Uberleben von Osteoblasten beteiligt und soll so auch eine Rolle bei der osteogenen
Differenzierung und bei der Knochenheilung spielen '*'"'%*. Wahrend der osteogenen
Differenzierung humaner MSCs ist Integrin alpha 5 hochreguliert. Bei Abschalten der
Integrin alpha 5-Expression kommt es zu einem Abfall osteogener Marker, was an
einem erniedrigten Runx2-, ALP-, und COL1A1-mRNA-Level gezeigt werden
konnte "%, Zusétzlich beeinflusst CD49e die Expression von IGF2 und IGFBP2. Das
Zusammenspiel zwischen CD49e und der IGF2/IGFBP2-Signalgebung ist ein wichtiger
Mechanismus, der die osteogene Differenzierung humaner MSCs verstarkt (siehe
oben) . Wahrenddessen ist CD92, das choline transporter-like protein 1, fir die
Cholin-Aufnahme der Zellen verantwortlich, welches in Phosphatidylcholin eingebaut
werden kann. Phosphatidylcholin ist Bestandteil des Lipid-Anteils der
Kalzifizierungsfront wahrend intramembranésem und enchondralem Knochenaufbau.
Aulerdem steigert die Zugabe von Phosphatidylcholin die Osteoinduktivitat und die

Aktivitit von ALP im umliegenden Gewebe "',

Bisher gibt es keine Studien, welche die Wirkung von Enoxaparin oder Rivaroxaban
auf diese Oberflachenmolekile untersucht haben. In der vorliegenden Arbeit wurde
insgesamt nach 7 und 14 Tagen osteogener Differenzierung zum ersten Mal ein
hemmender Einfluss von Enoxaparin auf die Expression von CD10, CD49e und CD92
gezeigt. Signifikant war dabei der Abfall der CD10-Expression an Tag 7 bei allen drei
eingesetzten Konzentrationen Enoxaparin und an Tag 14 fur die beiden hdéheren
Konzentrationen Enoxaparin. Die CD49e-Expression war an Tag 14 unter Einfluss von
10 und 50 pg/ml Enoxaparin signifikant erniedrigt. Bei der CD92-Expression wurden
jeweils bei 10 pg/ml und 50 ug/ml Enoxaparin an Tag 7 und 14 niedrigere Werte als bei
der Kontrolle gemessen. Wahrenddessen war an Tag 21 unter Einfluss von Enoxaparin
kein signifikanter Einfluss messbar. Rivaroxaban fluhrte an Tag 21 der osteogenen
Differenzierung allerdings zu einer signifikanten Abnahme der Expression von CD49e
unter Einfluss aller eingesetzten Konzentrationen Rivaroxaban. Auch die CD92-
Expression war an Tag 21 nach Zugabe von Rivaroxaban (100 ng/ml) zur Zellkultur im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle vermindert. Im Gegensatz dazu flihrte Rivaroxaban an
Tag 7 und 14 zu keinen signifikanten Veranderungen der CD10-, CD49e- oder CD92-
Expression. Die Ergebnisse der immunphanotypischen Untersuchung bestatigen damit
die Resultate der qRT-PCR und die bisherige Studienlage fir den Einfluss von
Enoxaparin. Es flihrt zu einer Hemmung der osteogenen Differenzierung der MSCs.

Rivaroxaban fihrt in den ersten 2 Wochen der Zellkultur zu keinen wesentlichen
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Veranderungen bei der Differenzierung der MSCs zu Osteoblasten. Interessanterweise
scheint Rivaroxaban aber nach der dritten Woche der Zellkultur eine Hemmung der
Expression von Oberflachenmarkern, welche fir die osteogene Differenzierung eine
Rolle spielen, zu bewirken. Dies kdnnte bedeuten, dass Rivaroxaban erst auf spatere
Phasen der osteogenen Differenzierung negativ wirkt. In den Versuchen von Solayar et
al., in denen bereits differenzierte Osteoblasten eingesetzt wurden, hatte die
Behandlung der Zellen mit Rivaroxaban einen negativen Einfluss auf den

Knochenstoffwechsel im Sinne einer Hemmung der Osteoblasten-Funktion '*°.

Als dritte Methode der Messung der Differenzierung der eingesetzten MSCs wurden
histochemische Veranderungen beobachtet. Bei den Farbungen der Kalzifizierungen
mit Alizarin-Rot gab es grofRe Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellreihen.
Durch den Bezug auf die jeweilige Kontrolle konnte dieser Fehler relativiert werden.
Dadurch ist die vorliegende Arbeit anderen Studien Uberlegen, in denen nur eine
Zelllinie untersucht wurde ™*'*°_ In der vorliegenden Arbeit wurden an Tag 7, 14 und
21 Farbungen von 12-well-Platten mit Alizarin-Rot durchgefihrt. Dabei waren an Tag 7
noch keine Kalzifizierungen sicht- oder messbar. An Tag 14 waren erste
Kalzifizierungen sichtbar, die angefarbt wurden. Jedoch gab es zwischen den Proben
keine signifikanten Unterschiede - weder bei Zugabe von Enoxaparin noch bei Zugabe
von Rivaroxaban. Deutliche Alizarin-Rot-positive Kalzifizierungen konnten dann an
Tag 21 gesehen werden. Bereits makroskopisch war hierbei eine deutliche Abnahme
der Farbeintensitat unter Enoxaparin-Einfluss sichtbar. Nach Auswertung mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Image J ergaben sich Werte unter 70 % im Vergleich zur
Kontrolle. Die Zugabe von Rivaroxaban zum osteogenen Differenzierungsmedium
hatte wiederum keine signifikanten Auswirkungen auf die Farbeintensitat mit
Alizarin-Rot und damit auf die Kalzifizierung. Hierbei stimmen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit mit der Publikation von Matziolis et al. Uberein, die 2003 eine
Abnahme der Kalzium-Konzentration unter Enoxaparin, aber auch Dalteparin und UFH,
zeigten ™’. AuRerdem untersuchten Gigi et al. die Farbeintensitat von Alizarin-Rot nach
Behandlung der Osteoblasten mit Rivaroxaban und zeigten keine Veranderungen nach

21 Tagen Inkubation '**, vergleichbar mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie.
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4.4. Einordnung der Ergebnisse in den Kontext

Im Vergleich zu allen bisherigen Studien zum Einfluss verschiedener Antikoagulantien
auf die Knochenheilung, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss auf die frihe
Phase der Knochenheilung betrachtet. Daflir wurden MSCs kultiviert, osteogen
differenziert und wahrenddessen uber 21 Tage dem Einfluss von Enoxaparin und
Rivaroxaban ausgesetzt. Die Knochenheilung beginnt jedoch zunachst mit der
Rekrutierung der MSCs und der Zellmigration zum Ort des Traumas, da die Zellen zum
Ort der Frakturheilung gelangen missen. Darauf folgt die Proliferation und osteogene
Differenzierung der MSCs. Zuletzt unterstitzen die Osteoblasten die Kalzifizierung der
extrazelluldren Matrix. Daher hat unsere Arbeitsgruppe im Anschluss an die hier
dargestellten Versuche, die MSC-Migration und -Proliferation unter Einfluss von
Rivaroxaban und Enoxaparin gemessen ''®. Damit wurde die sehr friihe Phase der
Knochenheilung, bevor die MSCs osteogen differenzieren, abgebildet. Zusatzlich
wurde die relative Genexpression von Markern flir beide Prozesse bestimmt. Im
Unterschied zu den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen wurden die Zellen nicht
induziert osteogen zu differenzieren. Bezlglich der Proliferation bestatigten sich die in
der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse. Enoxaparin fiihrte zu einer
Steigerung der Proliferation, wobei diese hier an allen drei Messpunkten signifikant
war. Zur Bestimmung der Migrationsfahigkeit der MSCs wurden diese nach 7 Tagen
Kultivierung mit den beiden Medikamenten in einen Zellkultur-Einsatz mit einer
Porengréfle von 8 um (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) gesetzt.
Dieser Einsatz wurde dann in 12-well-Platten platziert, welche mit Kulturmedium gefullt
waren, das 50 ng/ml stromal cell-derived factor 1 alpha (PeproTech, Rocky Hill, USA)
als Chemoattractant enthielt. Nach 20 Stunden Inkubationszeit wurde gezahlt, wie viele
Zellen in die aulRere Kammer gewandert waren. Hierbei zeigte sich, dass nach
Behandlung mit Enoxaparin signifikant und dosisabhangig mehr Zellen in die auliere
Kammer migrierten als bei den Kontrollzellen. Wahrenddessen zeigten sich nach
Zugabe von Rivaroxaban zum Kulturmedium nach einer Woche Kultivierung keine
Unterschiede im Migrationsverhalten der MSCs im Vergleich mit der DMSO-Kontrolle.
DMSO alleine hatte einen positiven Effekt auf die Migrationsfahigkeit der MSCs, jedoch

hatte die Zugabe von Rivaroxaban keinen zusatzlichen Effekt (siehe Abb. 23).
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Abb. 23: Einfluss von Enoxaparin und Rivaroxaban auf die Migrationsfahigkeit der
mesenchymalen Stromazellen.

Es zeigt sich unter Zugabe von Enoxaparin eine vermehrte Zellmigration der MSCs (n = 8)
durch die Membran bei Anlockung durch den stromal cell-derived factor 1 alpha. Dabei ist bei
Zugabe der héchsten Konzentration Enoxaparin (50 ug/ml Enoxaparin) der Anstieg im Vergleich
mit der Kontrolle ohne Medikamentenzusatze hoch signifikant (**p < 0,01). Rivaroxaban hatte
wahrenddessen keinen signifikanten Einfluss auf das Migrationsverhalten der MSCs im
Vergleich mit der DMSO-Kontrolle.

KE = ohne Zusétze; E1 = 2 pg/ml, E2 = 10 pg/ml, E3 = 50 pg/ml Enoxaparin;

KR = DMSO - Kontrolle; R1 = 20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban.

Anhand der gRT-PCR konnte gezeigt werden, dass Enoxaparin die Expression von
C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) und tumor necrosis factor alpha
(Tumornekrosefaktor a, TNFa) nach 7 Tagen Kultivierung der MSCs signifikant hoch
regulierte. An Tag 14 und 21 zeigte sich kein weiterer Anstieg der Genexpression
dieser beiden Marker unter Einfluss von Enoxaparin. Wahrenddessen zeigten sich
unter Einfluss von Rivaroxaban nur minimale Veranderungen der CXCR4- und TNFa-
Expression an allen drei Messpunkten. Die alpha-B-crystallin (CryaB)- Expression war
unter Zugabe von Enoxaparin sowohl dosis- als auch zeitabhangig tUber die gesamte
Messperiode erhdht. Rivaroxaban flhrte im Gegensatz dazu zu einer dosisabhéangigen
Abnahme der der Expression von CryaB nach zwei und drei Wochen Kultivierung.
Zusatzlich wurden auch osteogene Marker bestimmt, ohne dass die Zellen induziert
wurden, osteogen zu differenzieren. Nichtsdestotrotz bestatigten sich die Ergebnisse,
welche auch unter osteogener Differenzierung in der vorliegenden Arbeit erhoben
wurden. Enoxaparin flhrte zu einer Abnahme der Expression der osteogenen Marker.
Dabei war IGF1, ein sehr friher Marker der osteogenen Differenzierung, nach 7, 14
und auch nach 21 Tagen Kultivierung signifikant herunterreguliert. IGF2 war an den
beiden ersten Messpunkten unter Enoxaparin-Einfluss herunterreguliert und BMP2
nach einer und drei Wochen. Rivaroxaban zeigte erneut keine signifikanten
Veranderungen '"®. Die graphische Darstellung der Ergebnisse der qRT-PCR zeigt

Abb. 24.
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Abb. 24: Genexpression von CXCR4, TNFa, CryaB, IGF1, IGF2 und BMP2.

Die Behandlung der mesenchymalen Stromazellen (MSCs) mit Enoxaparin flhrte zu einer
signifikanten Steigerung der Expression von CXCR4, TNFa und CryaB. Wahrenddessen
wurden Marker fur die frihe Phase der Knochenheilung (IGF1, IGF2 und BMP2)
herunterreguliert. Rivaroxaban fuhrte an Tag (d) 14 und 21 zu einer signifikanten Abnahme der
CryaB-Expression, hatte jedoch auf die anderen Marker keinen Einfluss ''® (*p < 0,05,
**p <0,01,n=8).

KE = ohne Zusatze; E1 = 2 pg/ml, E2 = 10 pg/ml, E3 = 50 ug/ml Enoxaparin;

KR = DMSO - Kontrolle; R1 = 20 ng/ml, R2 = 100 ng/ml, R3 = 500 ng/ml Rivaroxaban.

C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4), tumor necrosis factor alpha (Tumornekrosefaktor a,
TNFa), alpha-B-crystallin (CryaB), insulin-like growth factor 1/2 (IGF1/2), bone morphogenic
protein 2 (BMP2).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Enoxaparin zunachst einen positiven Effekt auf das
Migrations- und Proliferationspotenzial der MSCs hat. Das scheint bisherigen Studien
zu widersprechen, die einen negativen Effekt von Enoxaparin auf Knochenheilung
beschreiben, da grundsatzlich bessere Knochenheilung durch Steigerung von
Migrations- und Proliferationsfahigkeit der Zellen zu erwarten ist. Im nachsten Schritt
missen die Zellen jedoch zu Osteoblasten differenzieren um Knochen bilden zu
kénnen. Hierbei wurde gezeigt, dass Proteine, die fur die friihe Knochenheilung
essentiell sind, unter Einfluss von Enoxaparin herunterreguliert sind. Das zeigten die
Herunterregulierung der mRNA von IFG1, IGF2 und BMP2. Dadurch wird
Knochenheilung verhindert. Rivaroxaban hatte im Vergleich dazu insgesamt weniger
Auswirkungen auf MSC-Migration, -Proliferation und Expression von osteogenen
Markern, wodurch eine geringere Beeinflussung auf den Zellmetabolismus durch
Rivaroxaban im Vergleich zu Enoxaparin vermutet werden kann '*®. Dies bestatigt die

Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit. Es zeigt, dass auch die sehr friihe Phase der
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Knochenheilung durch Enoxaparin, nicht aber durch Rivaroxaban negativ beeinflusst

wird.

In der vorliegenden Arbeit sowie in den beschriebenen im Anschluss durchgefiihrten
Versuchen wurde der Einfluss von Enoxaparin und Rivaroxaban auf die
Knochenheilung in vitro untersucht. Hierbei wurde die zellulare Ebene untersucht, da
MSCs und ihre Proliferation und Differenzierung zu Osteoblasten ein wesentlicher
Bestandteil der Knochenheilung sind. Die Osteoblasten sind fir den Neuaufbau der
Knochenmatrix verantwortlich und in der Endstufe selbst Bestandteil der
Knochensubstanz. In wie weit diese Ergebnisse aus der Zellkultur auf den komplexen
Ablauf im menschlichen Korper Ubertragbar sind, ist bisher noch unklar. Es gibt jedoch
einige in vivo-Untersuchungen bei denen im Tiermodell diese Fragestellung untersucht
wurde. Zusammenfassend wurde auch in verschiedenen Tiermodellen gezeigt, dass
Enoxaparin die Frakturheilung negativ beeinflusst. Street et al. untersuchten hierbei die
Heilung einer geschlossenen Rippenfraktur bei Hasen. Dabei wurden an Tag 3, 7 und
14 histologische und immunhistochemische Methoden angewandt und an Tag 21
wurde der Knochen biomechanisch mit einer Torsionsbelastung getestet. Dabei war
die Knochenheilung nach Behandlung der Tiere mit Enoxaparin an allen Zeitpunkten

t '® Folwarczna et al. bestdtigten diese Ergebnisse. Bei Gabe von

verlangsam
Enoxaparin subkutan fir 28 Tage bei Ratten zeigten sich signifikante Unterschiede bei
der histomorphologischen Untersuchung der Knochensubstanz im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Applikation von Enoxaparin flhrte hierbei zur Entwicklung von
Osteopenie (Knochenarmut), in dem Knochenbildung vermindert (Minderungen der
Breite von periostalem und endostalem Osteoid und im periostalem und endostalem
Breitenwachstum) und Knochenabbau gesteigert (Zunahmen im Bereich des
Querschnitts der Markhdhle und des Verhaltnisses der Flache des Querschnitts der
Markhohle zu dem Bereich des Querschnitts der tibialen Diaphyse) war '*®. Neben den
histomorphologischen Untersuchungen haben Folwarczna et al. 2004 auch die
mechanischen Eigenschaften der Knochen von Ratten nach Applikation von
Enoxaparin im Vergleich mit UFH, einem weiteren NMH (Nadroparin) und einer
Kontrollgruppe getestet. Hierbei wurden nach 28 Tagen die Eigenschaften des
Oberschenkelknochens untersucht. UFH fiihrte hierbei zu einer Schwachung des
Oberschenkelhalses, der in hohem Male aus spongiésem Knochen besteht und damit
aufgrund der gréleren Umbaurate besonders anfallig gegenlber schadigenden
Substanzen ist. Es war signifikant weniger Krafteinwirkung nétig bis der Knochen
frakturierte. Wahrenddessen anderte sich nach Applikation von Enoxaparin die

Knochenstruktur bei Betrachtung des gesamten Oberschenkelknochens, wobei
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Belastung auf den Knochenschaft ausgelibt wurde, der besonders aus kortikalem
Knochen besteht. Nadroparin hatte die geringsten Auswirkungen auf die mechanischen
Eigenschaften der Rattenknochen, was bedeuten konnte, dass die verschiedenen
NMH unterschiedlich starke Auswirkungen auf die Knochenstruktur haben.
Zusammenfassend deuten auch diese Ergebnisse darauf hin, dass das Risiko einer

Fraktur unter Heparin erhoht ist .

Dies bestatigt die in vitro-Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit. Im Vergleich mit dem NMH Enoxaparin wurde gezeigt, dass
Rivaroxaban weniger negative Effekte auf die osteogene Differenzierung von MSCs
hat. Verglichen mit den in dieser Arbeit dargestellten in vitro-Untersuchungen gibt es
fur die in vivo-Auswirkungen von Rivaroxaban einige aktuelle Studien. Kliter et al.
untersuchten die Frakturheilung nach Bruch des Oberschenkelknochens und
operativer Stabilisierung mit einem intramedullaren Nagel bei Ratten. Die Gabe von
Rivaroxaban Uber 28 oder 49 Tage hatte dabei keine signifikanten Effekte auf die
Knochenheilung '?". Ahnliche Ergebnisse wurden von Prodinger et al. publiziert. Hier
wurde die Knochenheilung bei einer Femurfraktur bei Ratten unter Einfluss von
Rivaroxaban und Enoxaparin untersucht. Es zeigten sich einigen morphologische
Unterschiede, wahrend die biomechanischen Eigenschaften des Knochens von keinem
der beiden Antikoagulatien signifikant beeinflusst wurden '®. Die Arbeitsgruppe von
Xia et. al. untersuchte ebenfalls die Wirkungen von Rivaroxaban auf Knochenstruktur
und -metabolismus von Ratten. Dies wurde mit Heparin und einer Kontroligruppe
verglichen. Rivaroxaban fihrte in den Versuchen insgesamt zu weniger negativen

Effekten als Heparin "%,

Verglichen mit den in vivo-Studien, die bisher zur Verfigung stehen, scheinen die in
vitro-Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konkordant zu sein, da sich die Ergebnisse
auf zellularer Ebene auch im Tiermodel bestatigen. Jedoch hatte die Durchfiihrung der
Zellkultur auch einige Schwachstellen. Aufgrund der zunehmenden Kalzifizierung in
den Gewebekulturflaschen, sowie zunehmender Aggregation der Zellen, wurde es
wochentlich schwerer eine ausreichende Zellzahl fir transkriptionelle und
durchflusszytometrische Analyse zu erreichen. AuRerdem war der RNA-Gehalt nach
RNA-Isolierung mit Hilfe des RNeasy Mini-Kit nach zwei oder drei Wochen osteogener
Differenzierung geringer. Das koénnte an einem Problem mit der Q/Ashredder-Saule
gelegen haben. Aufgrund dieser Probleme sank die n-Zahl von zunachst 7 (an Tag 7)
auf 5 an Tag 14. An Tag 21 konnte keine qRT-PCR durchgefiihrt werden. Zusatzlich
kann hinterfragt werden, ob zur Unterstreichung der Ergebnisse alternativ andere

Marker in der qRT-PCR zur Beantwortung der Frage nach den Auswirkungen auf die
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Knochenheilung hatten bestimmt werden konnen. Andere mdogliche Marker ware
beispielsweise die osteogenen Wachstumsfaktoren M-CSF, VEGF und TGF-B1 ',
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4.5. Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der beiden Antikoagulantien Rivaroxaban
und Enoxaparin auf die Proliferation und die osteogene Differenzierung humaner
mesenchymaler Stromazellen verschiedener Patienten auf verschiedenen Ebenen
untersucht. Insgesamt zeigte sich beim Einsatz von Enoxaparin ein negativer Einfluss
auf den Knochenstoffwechsel. Dieser war auch in einigen vorangegangenen Studien in
ahnlicher Weise beschrieben worden, wobei erstmals die Phase der Entwicklung der
MSCs zu Osteoblasten untersucht wurde. Enoxaparin steigerte in den Versuchen der
vorliegenden Arbeit die Proliferation der MSCs, wahrend es sowohl die Expression
osteogener Marker auf Gen- und Proteinebene als auch die Kalzifizierung hemmte.
Dabei konnte zum ersten Mal eine Enoxaparin-bedingte Herunterregulation der
Oberflachenmarker CD10, CD49e und CD92, die bei der Differenzierung von MSCs zu
Osteoblasten hochreguliert werden, gezeigt werden. Im Gegensatz dazu hatte die
Zugabe von Rivaroxaban zu den Zellen weniger oder gar keine Auswirkungen auf die
Proliferation und osteogene Differenzierung der MSCs sowie die Kalzifizierung. Dies
spricht flr einen weniger stark beeintrachtigten Knochenheilungsprozess unter

Rivaroxaban im Vergleich zu Enoxaparin in den friihen Stadien der Knochenheilung.

Aufgrund dieser Ergebnisse kdnnte Rivaroxaban Enoxaparin in Bezug auf die frihe
Knochenheilung Uberlegen sein. Um die Auswirkungen von VTE-Prophylaxe auf die
Knochenheilung genauer verstehen zu koénnen, werden weitere Studien auf
verschiedenen Stufen der Knochenheilung bendtigt. Aulerdem sollten weitere in vivo-
Studien und klinisch-randomisierte Studien zur Untersuchung der Knochenheilung bei

Patienten postoperativ durchgefiihrt werden.
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