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1 Einleitung

1  Einleitung

1.1 Geschichte und Grundlagen des Tissue Engineering

Der Begriff Tissue Engineering wurde im heutigen Sinne erstmals 1991 von Vacanti ver-
wendet [1]. In den darauffolgenden Jahren fiihrte die Arbeitsgruppe um Vacanti und Lan-
ger erstmals Studien zur Herstellung funktioneller Surrogate fiir Gewebetypen in vitro
durch. Dabei wurde versucht mit Hilfe von mit Chondrozyten besiedelten synthetischen
biokompatiblen und biodegradierbaren Polymeren Knorpel herzustellen [2]. Langer und
Vacanti sahen dabei das Tissue Engineering als interdisziplindres Forschungsfeld, dessen
Aufgabe es sei, Losungsansitze zur Wiederherstellung von Form und Funktion verloren

gegangener Gewebe zu erarbeiten [3].

Bis heute gilt bei der Rekonstruktion kndcherner Strukturen bei nicht selbst heilenden
Defekten, sog. ,,Critical-Size-Defekten (CSD)*, die autologe Knochentransplantation als
Goldstandard. Mit der Transplantation autologen Gewebes geht jedoch eine Hebedefekt-
morbiditét einher [4-10]. Hinzukommend kann bei entsprechend ausgedehnten Defekten

das Gewebeangebot der Graftregion ein limitierender Faktor sein [8].

Obwohl seit ldngerer Zeit eine Reihe verschiedener allogener, xenogener oder keramik-
basierter Knochenersatzmaterialien, wie unter anderem Hydroxylapatit oder deminerali-
sierte Knochenmatrix klinisch eingesetzt werden, ist derzeit keines davon zur hinreichen-
den Regeneration ausgedehnter Knochendefekte im Bereich des Gesichtsschédels im kli-

nischen Alltag geeignet [11-13].

Das Tissue Engineering stellt eine innovative Therapiemoglichkeit ausgedehnter kno-
cherner Defektsituationen dar. Bei diesem Verfahren wird das Ersatzgewebe vor dem

1



1 Einleitung

Einsatz im lebenden Organismus in vitro generiert. Das Prinzip der ektopen Gewebepro-
duktion und Implantation wird bereits sowohl in priklinischen in vitro und in vivo Stu-
dien als auch im klinischen Setting erprobt [14-20]. Allerdings gilt es nach wie vor ein
geeignetes Defektmodell fiir die prospektive klinische Implementation im Menschen zu
etablieren und geeignete Kombinationen aus Knochenersatzmaterialien und Zelltypen fiir

die jeweilige Fragestellung zu identifizieren.

\ /
- /

4

Gewebeentnahme Zellisolierung

Zellkultivierung und
Zelldifferenzierung

SH

Implantation Scaffoldbesiedelung

Abbildung 1: Schematische Darstellung des ,,workflows “ beim Tissue Engineering. Initial steht die Gewe-
beentnahme als Quelle der Stammzellen. Es folgt die in vitro Isolierung, Expansion und spezifische Diffe-
renzierung der Zellen. Darauf folgt die Leitschienenbesiedlung und schlielich die Re-Implantation, nach
Probst et al., 2013 [13].

1.2 Klinischer Einsatz des Tissue Engineering

Theoretisch hat das Tissue Engineering das Potential zum Gewebeersatz in unbegrenzter
Menge sowie in beliebiger Grofle und Form [3, 14]. Insbesondere die Entdeckung und
Charakterisierung der humanen, pluripotenten, adulten mesenchymalen Stammzellen

(hMSC), aber ebenso der adipogenen mesenchymalen Stammzellen (ASC) haben die For-



1 Einleitung

schung und die 6ffentliche Wahrnehmung des Tissue Engineering forciert. Auch die Ver-
fiigbarkeit dieser Zellentititen sowie deren Plastizitét und Proliferationsfédhigkeit bieten

groBBes Potential fiir den klinischen Einsatz.

Die Integritdt des Skelettsystems ist entscheidend fiir die Funktion eines Organismus.
Wenn diese nicht gegeben ist, kann eine Vielzahl von Beeintrachtigungen von funktio-
nellen bis hin zu dsthetischen Defiziten auftreten [21]. Durch Traumata, hereditdre Ano-
malien oder Tumorerkrankungen bedingte Defekte erfordern die Rekonstruktion der ur-
spriinglichen Anatomie zur Wahrung bzw. Wiederherstellung dieser Integritdt. Dabei
stellen autologe Transplantate die am haufigsten zur Anwendung kommende Lésung bei
einer Vielzahl von Problemstellungen dar. Neben den Risiken und Komplikationen des
operativen Eingriffs gilt es unter Umsténden auch die GréBe und Konfiguration des be-

ndtigten Transplantates zu berticksichtigen [4, 7].

Diese Konstellationen verstirken die Nachfrage der regenerativen Medizin an kiinstlich
generiertem Gewebeersatz fiir den klinischen Einsatz. Ein Ansatz zur Losung dieses
Problems ist das Tissue Engineerung. Dabei sollen durch ektope Gewebeproduktion in
vitro Transplantate erzeugt werden, die die Nachteile des autologen Gewebetransfers um-
gehen [19-21]. Dies ist durch die Kombination von dreidimensionalen Geriisten mit pro-
angiogenetischen oder osteogenen Proteinen bzw. Wachstumsfaktoren oder Stammzellen
moglich, die osteoinduktive und osteokonduktive Eigenschaften besitzen [22-25].

Das Ziel des beschriebenen Ansatzes ist es, die Geweberegeneration zu verbessern bzw.
Gewebe komplett, im Sinne einer Restitutio ad integrum, wiederherzustellen, indem die
mechanische Funktion solange substituiert wird, bis das Reparaturgewebe weit genug

differenziert ist, um die lasttragende Funktion zu iibernehmen.

3



1 Einleitung

In der klinischen Praxis stellt vor allem die Rekonstruktion kndcherner Strukturen des
Gesichtsschidels bei groBdimensionierten Defekten nach Traumata oder Tumorresektio-
nen eine gro3e Herausforderung dar [19, 26]. Durch die enge Verkniipfung von funktio-
nellen und dsthetischen Eigenschaften anatomischer Strukturen im Kopfbereich ist die
exakt dimensionierte Rekonstruktion der morphologischen Verhéltnisse essenziell fiir

eine adidquate Rehabilitation durch das eingesetzte Transplantat [17, 27, 28].

1.3 Leitschienenkonstrukte als Trigermaterialen

1.3.1 Beschaffenheit der Leitschienenkonstrukte

In der Vergangenheit wurde von vielen Arbeitsgruppen versucht Leitschienenkonstrukte
zu entwickeln, die als Trigermaterialien fiir Zellformationen oder Wachstumsfaktoren
dienen und fiir die préaklinische oder klinische Anwendung geeignet sind [29-32]. Die
Kombination einer organischen Matrix und einer Stammzellentitdt ist das am weitesten
verbreitete Verfahren fiir die Regeneration verschiedener Gewebetypen. Das Prinzip hin-
ter dieser Methodik geht auf die Kombination der osseoinduktiv bzw. proliferativ wir-
kenden Zellen mit einem primérstabilen Geriist in Form einer Matrix zuriick. Haufig ver-
wendete Matrizen stellen Hydrogele oder 3-dimensional konfigurierte Scaffolds bzw.
Leitschienen basierend auf einer aus Korallen, Hydroxylapatit oder aus Tricalciumphos-
phat bestehenden Struktur dar [32, 33]. Vor diesem Hintergrund werden Anforderungen
zur Beschaffenheit an die Leitschienenkonstrukte gestellt. Es wird eine Porositét der Ge-
rlststruktur vorausgesetzt, die die Zelladhdrenz und die Geféfeinsprossung im Verlauf
der Expansion und Differenzierung der applizierten Zellen in vivo ermdglicht. Es wurde

bereits gezeigt, dass dies relevanten Einfluss auf die spitere Knochenformation nimmt
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[31]. Um eine Balance zwischen einer guten Resorbierbarkeit der Leitschiene (Porengro-
Ben zwischen 0,1-10 um) und einer guten regenerativen Kapazitit zu finden (Porengrofle
grofer als 20 um), gilt es die Mikroarchitektur der Leitschiene gut abzustimmen [34, 35].
Die Geriistformation muss eine gewisse Stabilitét und ein bestimmtes Resorptionsinter-
vall besitzen, welche die Primérstabilitit vor allem in lasttragenden Bereichen nicht ge-
fdhrden, aber ebenso die restlose Integration in den Gewebeverbund in einem gewissen
Zeitraum ermoglichen [36]. Zur weiteren Verbesserung der mechanischen Eigenschaften
der Leitschienenkonstrukte sowie der Stabilitdt, der Biokompatibilitit und der Resorbier-
barkeit, konnen diese mit Polymeren infiltriert werden wie beispielsweise Polycaprolac-
tonsdure (PCLA), Poly(D,L-lactid-co-glycolid) (PLGA) oder Polyhydroxybutyrat (PHB)
[37-39]. Neben der stabilisierenden Funktion der Leitschienen nimmt die Oberflachen-
und Binnenstruktur eine wichtige Rolle zur osteogenen Differenzierung und Vaskulari-

sierung der Stammzellen ein.

A

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Tricalciumphosphatleitschiene (A). Fertig ge-
stelltes Leitschienenkonstrukt (B). Darstellung der Mikroarchitektur mit einer KanalgroBe von ca. 500 pm
und einer Mikroporengrofe von 10-30 um, nach Cornelsen et al., 2017 [40].
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1.3.2 Personalisierte Leitschienenkonstruktion

Die bedarfsgerechte Herstellung der Leitschienen erfordert eine der individuellen Aus-
gangssituation angepasste Gerlistkonfiguration. Die thematisierte stabilisierende Eigen-
schaft der Konstrukte ist nur durch eine gute Defektpassgenauigkeit zu erreichen. Beson-
ders die komplexen morphologischen Gegebenheiten im Kiefer-, Gesichts- und Schédel-
bereich stellen einen hohen Anspruch an die Dimensionsgenauigkeit und Struktur der
Leitschienen. Die diszipliniibergreifend etablierte CAD/CAM-Technologie zur persona-
lisierten Geriistanfertigung bietet sich dabei als prizise Methodik an [41]. Dabei erfolgt
nach einer dreidimensionalen, bildgebenden Diagnostik der Import und die Weiterverar-
beitung der akquirierten Daten in einem 3D-Bildbearbeitungsprogramm. Nach der Seg-
mentierung der Defektsituation wird ein virtuelles Gerlist-Modell zur Rekonstruktion
durch computer-aided design (CAD) erstellt. AnschlieBend wird auf Basis der generierten
CAD-Daten das reale Geriistkonstrukt durch computer-aided manufacturing (CAM) mit-
tels rapid prototyping (RP) Technologie gefertigt. Durch RP Technologien ist es neben
der anatomisch individualisierten Erstellung von Gerilisten auch moglich Geriistkon-
strukte mit definierten Materialeigenschaften und bestimmter pordser Binnenarchitektur
zu fertigen [13, 42, 43]. Nach Akquirierung des DICOM-Datensatzes erfolgt die Rekon-
struktion und Segmentierung des Defektes. Auf Basis dieser Information wird die Leit-

schiene hergestellt.
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Medical Seamentation Scaffold Custom-made
dataset 9 design scaffold
CT-, MRI-scans SW-Tools: SW-Tools: RP process:
Mimics, Magics, 3D printing, etc.
BioBuild etc. Freeform, etc.

Abbildung 3: Personalisierte Leitschienenkonstruktion durch RP. Auf Basis eines segmentierten CT-Da-
tensatzes wird eine individualisierte CAM-gefertigte Leitschiene hergestellt, nach Schieker et al., 2006
[44].

1.4  Verwendung von Stammzellen im Tissue Engineering

Die Verfahren des Tissue Engineering stellen eine aussichtsreiche Alternative sowohl zur
Verwendung konventioneller Knochenersatzmaterialien als auch zu autologen Rekon-
struktionstechniken dar. Zur in vitro Regeneration des fiir eine bestimmte Region beno-
tigten Knochengewebes erfolgt initial beispielsweise die Entnahme von Knochenmark
oder Fettgewebe, um die darin enthaltenen mesenchymalen (MSCs) bzw. adipogenen
(ASCs) Stammzellen zu isolieren, zu proliferieren und in die entsprechenden Zelltypen
zu differenzieren [45-48]. Im Folgenden werden diese beiden Stammzellentititen be-
schrieben und beziiglich ihrer Verfiigbarkeit, Proliferationsféhigkeit und ihres osteogenen

Potentials verglichen.

1.4.1 Mesenchymale Knochenmarksstammzellen (MSCs)

Das wissenschaftliche Interesse an BMSCs ist stetig gewachsen und ihr Potential zur

Knochenbildung wurde bereits durch zahlreiche Arbeitsgruppen gezeigt. Sie besitzen die
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Féhigkeit in eine Vielzahl von mesenchymalen Gewebeentitéten wie Knochen, Knorpel,
Fett und Muskel zu differenzieren [49]. Wihrend diese Zellen leicht aus menschlichem
Knochenmark isoliert werden konnen, ist aufgrund ihrer geringen Zahl eine in vitro Ex-

pansion vor der klinischen Anwendung notwendig [50].

In den vergangenen Jahren wurden die spezifischen Eigenschaften der BMSCs eingehend
erforscht. Dabei zeigte sich, dass diese Zellentitit neben der neoangiogenetischen,
proliferativen ebenso eine hohe osteoinduktive Potenz bei nur geringer Hebemorbiditit
besitzt [S1]. Neben diesen bekannten und in der Literatur gut belegten Eigenschaften
wurde molekularbiologisch eine immunsuppressive Wirkung und anti-apoptotische
Komponenten im Proteinexpressionsprofil der BMSCs belegt [52]. Diese Charakteristika
wurden in einigen praklinischen Studien mit proonkogenen Wirkweisen in Verbindung
gebracht. Im Osteosarkom- und Mammakarzinommodell der Maus zeigte sich durch
BMSCs ein beschleunigtes Tumorwachstum und sogar eine verstirkte Metastasierungs-

tendenz [53-55].

1.4.2 Adipogene Stammzellen (ASCs)

ASCs stellen wie BMSCs eine pluripotente Stammzellentitit dar, die in Aquivalenz zu
den BMSCs, in diverse Gewebetypen wie Knochen-, Knorpel- oder Muskelgewebe als
auch in Gefdfle ausdifferenzieren konnen [56]. In einigen in vitro und in vivo Studien
wurde fiir ASCs in Analogie zu BMSCs ein osteogenes und neoangiogenetisches Poten-
tial beschrieben, das bei der prospektiven klinischen Implementation eine grofle Rolle
spielt [57, 58]. Sie weisen ebenso die Fahigkeit auf in Osteoblasten zu differenzieren. Im

Vergleich zu BMSCs konnen ASCs durch minimalinvasive Eingriffe in groen Mengen
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bereitgestellt werden [13, 59, 60]. Zudem zeichnen sie sich durch eine hohe Toleranz
gegeniiber Sauerstoff- und Néhrstoffmangel aus [13, 48, 61]. In experimentellen Tierstu-
dien wurde gezeigt, dass ASCs unter hypoxischen Bedingungen verschiedene antiapoto-
tische und angiogenetische Mediatoren wie VEGF, TNFa, TGF-B, HGF, GM-CSF und
bFBF exprimieren [62, 63]. Jedoch wurden ASCs, wie BMSCs, bei in vitro Untersuchun-
gen und im Xenograft-Brustkrebsmodell der Maus mit onkogenen bzw. karzinogenen

Mechanismen in Verbindung gebracht [64, 65].

Vor dem Hintergrund der unklaren Interaktion zwischen Stammzellen und residuellen
Tumorzellen sind die Patientenanamnese und die Befundkonstellation vor klinischer Im-

plementierung des beschriebenen Verfahrens zum Zwecke des Gewebeersatzes zu be-

rlicksichtigen.

Abbildung 4: ASCs in Alizarin-Red-Assay (A-D) und Oil-Red-O Assay (E-H) als Nachweis flir deren er-
haltene Pluripotenz. In der A/izarin-Red-Féarbung stellt sich eine nodulér konfigurierte Verteilung des Farb-
stoffes und insgesamt eine gute osteogene Differenzierung dar. Das Potential in Adipozyten zu differenzie-
ren ist erhalten. Abbildung modifiziert nach Schwarz et al., 2012 [66].
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1.5 Das orthotope ,,Critcal-Size-Defektmodell” m

Minischwein

1986 beschrieben Schmitz und Hollinger den ,,Critical-Size-Defekt (CSD)* als Defekt,
der aufgrund seiner Ausdehnung vom Organismus nicht innerhalb einer Lebensspanne
geheilt werden kann [67]. Hiufig wird bei derartigen Defektkonfigurationen der Einsatz
eines autologen Transplantates in Form von freien, mikrovaskuldr anastomisierten, osteo-
myo-kutanen Lappen evaluiert. Hierbei umgeht man zwar Fremdkorperreaktionen, muss
aber die je nach Ausdehnung des Hebedefekts in ihrer Héufigkeit und Auspréagung vari-

ierenden Risiken dieses formal zweiten chirurgischen Eingriffs bedenken [4, 7, 9].

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Generierung eines CSD am Schweinekiefermodell. Postopera-
tiver Zustand nach Defektsetzung (A). Auf Basis des segmentierten DICOM-Datensatzes aus der CT des
osteotomierten Knochenstiickes durch RP erzeugte Tricalciumphosphat-Polymer-Kompositleitschiene (B).
3D-Rekonstruktion des CSD im Unterkiefer und der Leitschiene (C). Individualisierte Leitschiene (D),
nach Probst et al., 2013 [13].

10



1 Einleitung

1.6  Fragestellung

Das Ziel dieser Studie war die Evaluation des Applikationspotentials von CAD/CAM-
gefertigten stammzellbesiedelten Tricalciumphosphat-Polymer-Kompositgeriisten in ei-
nem Groftiermodell. In Vorarbeiten erfolgte nach der Erarbeitung eines entsprechenden
CAD/CAM-Workflows zunédchst die Bestimmung der biologischen und mechanischen
Eigenschaften von Tricalciumphosphat-Polymer-Kompositgeriisten [39, 48, 68]. Ein
weiterer Teilschritt des Projekts war die Etablierung eines Konzepts zur Isolierung, Ex-
pansion und osteogenen Differenzierung von porcinen mesenchymalen und adipogenen
Stammzellen (pBSMC und pASC). Nach Abschluss dieser Untersuchungen erfolgte die
Umsetzung der gewonnenen Informationen in ein in vivo Modell. Die qualitative und
quantitative Aufarbeitung der akquirierten Daten erfolgte durch immunhistochemische
Analyse und durch Vermessung der pCT-Datensitze.

Letztlich war das Ziel der vorliegenden Arbeit zu untersuchen, ob es in einem GroBtier-
modell einen Unterschied in der kndchernen Regeneration von ausgedehnten Unterkie-
ferdefekten zwischen stammzellbesiedelten Kompositleitschienen im Vergleich zu unbe-

siedelten Kompositleitschienen gibt.
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2 Material und Methoden

2.1  Versuchstiere

Alle Tiere wurden gemél den Richtlinien des National Institute of Health gehalten und
versorgt. Die Versuche wurden nach Genehmigung durch das Sachgebiet fiir Veterinir-
wesen der Regierung von Oberbayern gemill §8 des Deutschen Tierschutzgesetzes
(TierSchG, in der Fassung vom 25.05.1998) genehmigt (Gz. 55.2-1-54-2532-3-13). Fiir
die Studie wurden 16 Miinchener Trollschweine (Alter: 12-14 Monate, Gewicht: ca. 85
kg) verwendet, deren Knochenstoffwechsel physiologisch ist. Die Haltung der Tiere er-
folgte in Schweinestillen (n=2 Schweine pro Stall), bei einer konstanten Raumtemperatur
von 22 °C und einem natiirlichen Tag-Nacht-Zyklus. Die Tiere wurden zweimal taglich
gefiittert und konnten iiber eine Trinkvorrichtung ad libitum Wasser trinken. Nach den
Operationen wurde das Futter mit Wasser zu einem Nahrungsmittelbrei gemischt, um die
Nahrungsaufnahme zu erleichtern. Die Schweine wurden auf Stroh gehalten und in jedem
Stall wurde ein Stiick Weichholz platziert. Zusitzlich erhielten die Schweine farbige Plas-
tikballe. Postoperativ wurden die Schweine einzeln, aber mit Sichtkontakt zueinander ge-
halten und unter tierdrztlicher Aufsicht nachbetreut und ggf. medikamentds behandelt.

Alle Abschnitte dieses Manuskripts entsprechen den ARRIVE-Leitlinien zur Berichter-

stattung tiber Tierversuche [69].

2.2 Studiendesign

Nach der anfénglichen in vitro Erprobung eines geeigneten Leitschienen- und Stamm-
zellmodells wurde im Rahmen des ersten operativen Eingriffs im Groftiermodell ein
CSD am Corpus mandibulae rechts generiert [39]. Den Tieren der Therapiegruppe wur-

den zur Stammzellgewinnung ca. 20 g abdominelles Fett entnommen.
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Der osteotomierte Knochenblock diente als CT-morphologische, voxelbasierte Matrix
zur Herstellung der jeweiligen Leitschiene. Im Falle der Therapietiere wurde diese mit
ASCs besiedelt. Beim zweiten operativen Eingriff wurde die jeweilige individualisierte
Leitschiene wieder im Bereich des erzeugten Defekts implantiert. Nach 12 Wochen Ein-
heilungs- und Konsolidierungszeit erfolgte die Opferung der Tiere, die konsekutive Pro-

bengewinnung und anschliefenden Aufarbeitung der Daten.

Versuchstiere

(n=16) \ Vor 1. OP verstorben (n= 1)

Ausschluss wegen Entziindung
In-vitro Teil nach 2. OP (n =2)

Versuchsbeginn

Gertistherstellung
1. OP: + 1. OP:

Defektsetzung Defektsetzung + Fettgewinnung
Isolation, Expansion und

Differenzierung der Stammzellen

Nach 4 Wochen

2. OP: 2. OP:

Geriistimplantation Postoperative Nachsorge Geriist-/Stammzellimplantation
und tierdrztliche Betreuung

Nach 12 WOCHEN
3. OP: 3. 0OP:

Probengewinnung Probenaufarbeitung durch Probengewinnung
Immunhistochemie und uCT

Kontrolltiere (n = 6) Therapietiere (n =7)

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Studiendesigns. Von den anfanglichen 16 Tieren wurden 13
Tiere in die Auswertung miteinbezogen. Ein Tier verstarb noch vor dem ersten Eingriff. Zwei weitere
Tiere zeigten lokale Entziindungsreaktionen, sodass diese ebenso ausgeschlossen wurden.
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2.2  Versuchsaufbau

1.0P: 2.0P: 3.0P:
- CSD, ASC - Implantation - Euthanasie
-CT der Geriiste der Tiere
l 4 Wochen l 12 Wochen l
Leitschien- i Stammzell- | Zellbesie- l Tierarztliche Betreuung { IHC
konstruktion  expansion delung
ASC- Osteogene uCT
Isolierung Differenzierung

Abbildung 7: Chronologische Skizzierung des Versuchsaufbaus.
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2.3 Verbrauchsmaterialien

Azeton

AEC-Farbstoff

Aqua dest.

Cell & Tissue Staining Kit
Corning®Costar®Stripette
Cytospinkammern BioRad
Desinfektionsspray (Propan-2-ol)
DMEM

Eppendorf Reagenzgefile (1,5 ml und 2 ml)
Eosinlésung 0,5%

Ethanol 100%

Fluoromount G

Fetal Calf Serum (FCS)

Glucose 5%

H>0, 100%

Handschuhe, puderfrei
Hematoxylin Gill’s Formula H-3401
Injectionsnadeln Microlance
Kaiser’s Glycerin- Gelatine
Live/Dead Staining Kit II

Mayers Hamalaun

15

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Braun, Melsungen, Deutschland

HRP-DAB System, R&D Systems, McCinley, Kanada

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Hettich, Kirchlengern, Deutschland

Bode, Hamburg, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Klinikumsapotheke, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Hartmann, Heidenheim, Deutschland
Vector, Burlingame, Kanada

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Promokine, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Mikroplattenleser

Mundschutz

Na-Acetat-Puffer 0,1 M

NacCl 0,9%

0))

Objekttrager Thermo Scientific

Oil Red O-Firbung

Osteogenesis quantification kit (ECMS815)
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin

Petrischalen

PBS 0,1 M

Pipetboy®Comfort

Pipettenspitzen (20 pl, 200 pl, 1000 pl)
Skalpell

Stickstoff fliissig

Tris-HCL-Puffer 0,5 mol/l
Trypsin/EDTA

Xylol 100%

Zellkulturflaschen

Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland
Barrier, Goteburg, Schweden
Klinikapotheke, Miinchen, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

Linde, Pullach, Deutschland

Menzel, Braunschweig, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck Millipore, Hessen, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
Nunclon™Surface, Roskilde, Ddnemark
Klinikapotheke, Miinchen, Deutschland
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland
Feather, Osaka, Japan

Messer, Krefeld, Deutschland
Klinikapotheke, Miinchen, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Zentrifugenréhrchen Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

6-Well-Plats Multiwett™ Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

96-Well-Microtest™ U-Bottom Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
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2.4  Arzneimittel

Amoxicillin-Trihydrat 11,5mg/kg
Amoxicillin-Trihydrat 200mg/kg
Azaperon 1 mg/kg

Bepanthen® Augensalbe
Carprofen 4 mg/kg

Isofluran 1,5-2%

Ketamin 10 mg/kg

Metamizol 40 mg

Pentobarbital 450 mg/5 kg
Propofol 1%, 10 mg/ml
Ulcogant®

Xylazin (Rompun®) 2%

2.5 Gerite und Programme

64-Zeilen CT

Analysenwaage Pioneer™
Analysenwaage PM4600
AxioObserver Z1

Axiovert 40 CFL
COs-Inkubator
Digitale Waage

Gefrierschrank -20 °C
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Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland

Chevita GmbH, Pfaffenhofen, Deutschland
Stresnil, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland
Bayer, Leverkusen, Deutschland

Rimady®, Pfizer Animal Health, New York, USA
Intervet, Unterschleissheim, Deutschland
Serum-Werk-Bernburg AG, Bernburg, Deutschland
Intervet, Unterschleissheim, Deutschland
Release®, WDT eG, Garbsen, Deutschland

MCT Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Bayer, Leverkusen, Deutschland

Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland
Ohaus, Nénikon, Schweiz

Mettler, Giessen, Deutschland

Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland

Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Soehnle, Nassau, Deutschland

Liebherr, Kirchdorf, Deutschland
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Gefrierschrank -80 °C Heraeus, Hanau, Deutschland
Floureszenzmikroskop TCS-SP2 Leica, Solms, Deutschland
Kiihlschrank 5 °C (K5) Liebherr, Kirchdorf, Deutschland
Kyrostatmodell CM 1900 Leica, Bensheim, Deutschland
Luftstromschrank Uni Protect Ehret, Emmendingen, Deutschland
Mikroskop Standard 25 Zeiss, Ulm, Deutschland
Mikrowellengerit Sharp, Hamburg, Deutschland
Mobiles Narkosesystem UniVet® Groppler, Deggendorf, Deutschland
OsiriX Pixmeo SARL, Bernex, Switzerland
pH- Messsonde MR3001K Heidolph, Schwabach, Deutschland
SPSS 21.0 SPSS Inc., Chicago, USA

Sterilwerkbank LaminAir HLB2448GS/ HeraSafe Heraeus, Hanau, Deutschland

Temperaturmessgerét Rapid, Rimpar, Deutschland

Zentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge Cytospin Universa Hettich, Kirchlengern, Deutschland
Zentrifuge Rotanda 46R Hettich, Kirchlengern, Deutschland
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2.6 Antikorper

Antikdrper/

Detektions- Beschreibung Verdiin-

systeme nung
Primérantikdrper monoklonal Kaninchen anti-CD31

Anti-CD31 (ab28364, Abcam) 1:50

CAarllzli;lOSteO_ Primérantikdrper monoklonal IgG Maus anti-Osteocalcin 1:10000

Anti-Anti- Ziege anti-Kaninchen-Sekundarantikdrper

CD31 (BA-1000, Vector) 1:200

Anti-Anti- Pferd anti-Maus-Sekundérantikorper

Osteocalcin (BA-2001, Vector) 1:200

Tabelle 1: Antikérper zum Nachweis der osteogenen Differenzierung (OC) und der Neoangiogenese
(CD31).

2.7  Leitschienenkonstruktion

2.7.1 Gertstherstellung fiir in-vitro Teil

Alle verwendeten Leitschienengeriiste dieser Studie bestanden aus Tricalciumphosphat
(TCP). Fiir den in-vitro Teil wurden standardisiert gefertigte, zylindrische TCP-PLGA
Leitschienen mit einer Hohe von 20 mm und einer Breite von 10 mm (Volumen ca. 1,57
cm?) verwendet. Die Leitschienen waren durch interkonnektierende Kanile mit einem
Durchmesser von 450-500 um gekennzeichnet. Die Gerliste wurden im Labor des Lehr-
stuhls fiir Fluidtechnik und Mikrofluidtechnik der Universitit Rostock hergestellt [39].

Die Besiedlung der Leitschienengeriiste wurde wie unter 2.8.6 beschrieben durchgefiihrt.

2.7.2 Leitschienen fiir das Critical-size Defektmodell

Die morphologischen Charakteristika des im Rahmen des ersten operativen Eingriffs ent-
nommenen Knochenstiicks wurden durch eine Computertomographie erfasst und dienten

im weiteren Verlauf als Template zur Erstellung eines passenden Tragergeriists. Darauf

19




2 Material und Methoden

erfolgte der Import und die Weiterverarbeitung der gewonnenen Daten in einem 3D-Bild-
bearbeitungsprogramm. Hierfiir wurde das Programm OsiriX® (Pixmeo SARL, Bernex,
Schweiz). Nach Segmentierung der Defektsituation wurde ein virtuelles Gerlist-Modell
zur Rekonstruktion erstellt (CAD), im STL Format gespeichert und an den Lehrstuhl fiir
Fluidtechnik und Mikrofluidtechnik der Universitdt Rostock versendet. Anschlieend
wurde auf Basis der generierten CAD-Daten das reale Geriistkonstrukt mittels Rapid Pro-
totyping (RP) Technologie gefertigt (CAM). Fiir den in-vivo Teil dieser Studie wurde so
eine anatomisch individualisierte Gestaltung der Leitschienen mit anschlieender Infilt-

ration mit PLGA durchgefiihrt.

2.8 Zellkultur und in-vitro Teil

2.8.1 Stammzellisolation

Die Isolation der Stammzellen basierte auf dem von Yamamoto fiir murine ASCs be-
schriebenen Verfahren [70]. Gewonnen wurden die porcinen ASCs aus dem abdominel-
len Fett von 12 Wochen alten Hausschweinen. Genehmigt wurde diese Entnahme durch
die Regierung von Oberbayern (55.2-1-54-2531.3-30-09). Nach dem Wiegen des gewon-
nenen Fettgewebes wurde es zerkleinert und mit 20 ml PBS mit 0,2% Kollagenase Typ
IT (Worthington, Lakewood, NJ, USA) gemischt. Die enzymatische Verdauung des Ge-
webes wurde durch Inkubieren der Emulsion bei 37 °C fiir 45 Minuten induziert. Darauf
folgte das Filtern der Zellsuspension durch ein 100 pm-Zellsieb. AnschlieBend wurde
eine volumeniquivalente Menge (ca. 20 ml) Kulturmedium zur Suspension zugegeben.
Danach wurde die Zellsuspension zentrifugiert (1000 g fiir 10 Minuten), der Uberstand
entfernt und das Zellpellet in frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Patricin (0,5
pg/ml) wurde beim ersten Durchgang zugesetzt. Die Zellen wurden daraufhin in T25-,

T75- oder T225-Kolben iibertragen. Das Zellmedium wurde alle 3 Tage gewechselt.
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Abbildung 8: Isolierte ASCs in Passage 0. Ausbildung tubulérer Zellfortsétze (1). Prominent dargestellt
sind die Zellkerne (2). Im weiteren Expansionsverlauf formierten sich kleinere Zellcluster (3).

2.8.2 Stammzellexpansion und-proliferation

Die isolierten Stammzellen wurden in alpha-modifiziertem eaglemedium (Gibco) mit
10% fotalem Rinderserum (FBS, Sigma-Alrich, St. Louis, MO, USA) und 1% Penicillin-
Streptomycin (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) kultiviert. Die Zellen
wurden jeweils in T25-, T75- oder T225-Flasks inkubiert. Die Zellen wurden bei 37 °C,
5% COz und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Drei Tage nach der Isolierung wurde das
Medium gewechselt, um den Stammzellen initial die Moglichkeit zur Adhdrenz zu geben.
Danach wurde das Kulturmedium zweimal pro Woche gewechselt und die Zellen wurden

bei 80-90% Konfluenz subkultiviert und darauf trypsinisiert und gesplittet.
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2.8.3 Proliferationsassay (WST-1-Assay)

Die Zellviabilitdt und damit indirekt die proliferative Aktivitit der gewonnenen ASCs in
den Zellkulturflasks oder nach der Besiedlung der Leitschienen wurde mit einem WST-
Assay bestimmt. Die Applikation des WST-1-Reagens (PreMix Roche) auf die zu unter-
suchende Zellpopulation ermoglichte die Quantifizierung der Zellviabilitit und damit in-
direkt der Zellproliferation mittels kolorimetrischem Assay. Die Messung basierte auf der
Spaltung von Tetrazoliumsalzen durch mitochondriale Dehydrogenase in vitalen Zellen.
Mit Hilfe eines ELISA Geréts wurde die Extinktion der Zellpopulation gegen eine Leer-
probe gemessen und somit die Konzentration des entstandenen Formazanprodukts ge-

messen. Die Wellenlédnge bei der Messung der Extinktion betrug 420-480 nm.

2.8.4 Zelliiberleben/ Live-Dead assay

Das Zelliiberleben wurde durch kombinierte Farbung mit Calcein-AM/EthD-III unter
Verwendung des Live-Dead Zell Staining Kit II (Promokine, PK-CA707-30002, Heidel-
berg, Deutschland) nach Herstellerprotokoll bestimmt. Die Zellen wurden dazu in 35-
mm-Petrischalen (3,5 x 10* Zellen pro Well) fiir 24 Stunden kultiviert, um ihnen eine
Adhésion zu ermdglichen. Die Zellen wurden dann 7 Tage lang mit ZA, GGOH oder
beiden behandelt. Darauf wurden die Zellmonoschicht zweimal mit PBS gewaschen und
mit ausreichend Calcein-AM/EthD-III-Farbelosung bedeckt. Die Zellen wurden 30 bis 45
Minuten lang bei Raumtemperatur vor Licht geschiitzt inkubiert.

AnschlieBend wurden die Proben direkt nach der Farbung durch Fluoreszenzmikroskopie
unter Verwendung eines AxioObserver Mikroskops, das mit einem 75 XBO W / 2 aus-

gestattet war, analysiert.
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Lebende Zellen fluoreszierten griinlich, wihrend sich tote Zellen rot farbten. Die Aufnah-
men wurden mit einer Schwarz-Wei3-Digitalkamera, einem Zeiss Fluar 10x/0.50 Objek-
tiv und mit der Axiovision Software, AxioVs40 V4.7.1-08-2008, verarbeitet. Die Analyse
der jeweiligen Zellzahlen wurde unter Verwendung von ,,Image]" durchgefiihrt (ImageJ
1.431 software, Image Processing and Analysis in JAVA, public domain, National Insti-
tute of Health, Bethesda, USA). Die Zellzahlen wurden in high-power-fields analysiert
und an Tag 1, 7 und 14 bestimmt. Dazu wurden die Leitschienen entlang ihrer Lingsachse

geteilt und die Zellzahlen im Zentrum und an der Oberfldche ermittelt und verglichen.

2.8.5 Stammezelldifferenzierung

2.8.5.1 Osteogene Differenzierung
Die ASCs der vierten Passage wurden zunéchst bis zu einer Zelldichte von 40.000 Zellen

pro Well einer 6-Well-Platte (NUNC, Langenselbold, Deutschland) kultiviert. Die oste-
ogene Differenzierung wurde nach 24 Stunden Inkubation mit normalem Zellmedium
durch Zusatz von DMEM mit 10% FBS, Dexamethason (100 nM), Ascorbinsdure-2-
phosphat (50 uM) und B-Glycerophosphat-Disodium (10 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) und Penicillin / Streptomycin (40 IE / ml) induziert und {iber 21 Tage durch-
gefiihrt. Zellen, die in a-MEM ohne Zusétze zur Induktion der osteogenen Differenzie-
rung inkubiert wurden, dienten als Kontrolle. Nach dem entsprechenden Differenzie-
rungszeitraum erfolgte die Trypsinierung der Zellen und der Transfer auf die Leitschie-
nenkonstrukte. Die Validierung der osteogenen Differenzierung wurde durch die Aliza-
rin-Rot-Farbung zur Detektion von kalzifizierten Matrixablagerungen (Osteogenesis
quantification kit: ECM815, Merck Millipore, Hessen, Germany) vorgenommen.

Zur Quantifizierung der Alizarin-Rot-Konzentration wurden 1,2 ml 10% (v / v) Essig-

sdure den Zellen in jedem Well zugegeben und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten unter
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Schiitteln inkubiert. Die Zellmonoschicht wurde dann mit einem Zellschaber von der
Platte abgekratzt und in ein 1,5 ml-Mikrozentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Nach dem Vor-
texen fiir 30 Sekunden wurde die Suspension fiir 10 Minuten auf 85 °C erhitzt und an-
schlieBend fiir 5 Minuten auf Eis iiberfiihrt. AnschlieBend wurde die Suspension dann bei
14.000 x g fiir 25 Minuten zentrifugiert und 375 pl des Uberstands in ein neues 1,5-ml-
Mikrozentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Darauf wurden 150 ul 10% (v / v) Ammoniumhyd-
roxid zugegeben, um die Siure zu neutralisieren. Dann wurden 100 ul des Uberstandes
in 96-Well-Platten pipettiert und die Absorption und Extinktion bei 405 nm unter Ver-
wendung eines Mikroplattenlesers (Multiskan FC Plattenleser, Thermo Scientific,
Schwerte, Deutschland) gemessen. Mineralisierte Kndtchen wurden mit Axiovert 40 CFL
Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) visualisiert und fotografiert. Ein osteoge-
ner Quantifizierungskit wurde zur Quantifizierung der Farbung verwendet (Merck Milli-
pore, Darmstadt, Deutschland).

Die exakte Bestimmung der Alizarin Red Konzentration wurde durch Erstellung einer
Verdiinnungsreihe von 2 mM bis 0,0313 mM Farbstoffkonzentration mit anschlieBender
Intrapolation bzw. Extrapolation durchgefiihrt. Die mikroskopischen Bilder wurden mit
einem Axiovert 40 CFL Mikroskop (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) mit einer RGB Farb-
kamera (Axiocam ICc3, Carl Zeiss, Deutschland) und einem Phasenkontrastobjektiv mit

10-facher VergroBerung (A-Plan, Carl Zeiss, Deutschland) erstellt.

2.8.5.2 Adipogene Differenzierung
Zur Validierung des Stammzellcharakters der isolierten ASCs wurde die adipogene Dif-

ferenzierung durchgefiihrt, um die erhaltene Pluripotenz nachzuweisen. Dazu wurden je-
weils 8000 Zellen/cm? pro auf Kulturplatten kultiviert und adipogen differenziert. Das

Induktionsmedium bestand aus DMEM mit 10 % FBS, 0,1 % Penicillin/Streptomycin (40

24



2 Material und Methoden

IU/ml), Indomethacin (0.1 mM), Dexamethason (1 uM), Isobutylmethylxanthine (IBMX)
(0,05 mM) und Insulin-Transferrin-Selenium (ITS) (1 %). Die bei positiver Differenzie-

rung entstandenen Fettvakuolen wurden mittels Oil Red O-Fiarbung nachgewiesen.

2.8.6 Leitschienenbesiedlung

Zur Gertistbesiedlung wurden die fiir 21 Tage osteogen differenzierten Zellen trypsini-
siert, zentrifugiert und in vollstindigem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden unter
Verwendung eines automatisierten Zellzdhlers gezahlt, um eine Endkonzentration von ~
5 x 10% Zellen/m]l Medium zu erreichen. Jedes Konstrukt und 1 ml Zellsuspension (~ 5 %
10* Zellen) wurden in ein 50-ml-Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. Dann wurde zur Besiedlung
der Leitschiene folgendes Protokoll zur Drehung des Konstrukts verwendet:

Mit Medium benetzte Leitschienengeriiste wurden in Falcon-Réhrchen platziert und mit
1,5 ml der Zellsuspension betriufelt. Die Falcon-Réhrchen wurden dann in eine Teflon-
zentrifuge geladen und mit einer niedrigen Drehzahl zentrifugiert, um die Zellen in die
Gertistinnenrdume zu bewegen. Die Geriiste wurden unter Verwendung steriler Techni-
ken entfernt, in ein Spinner-Réhrchen, das 125 ml Wachstumsmedium enthielt, iiberfiihrt

und 24 Stunden bei 40 rpm zentrifugiert [70].
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2.9 Operationen, perioperatives Procedere und

Probengewinnung

2.9.1 Erste Operation: Defektsetzung und ASC-Gewinnung

Fiir die in vivo Experimente wurden Miinchner Trollschweine verwendet (n=16). Alle
Operationen wurden in einer tierdrztlich tiberwachten Allgemeinandsthesie durchgefiihrt.
Nach intramuskulédrer Sedierung mit Azaperon (1 mg/kg Stresnil, Janssen-Cilag GmbH,
Neuss, Deutschland) und Ketamin (10 mg/kg Ursotamin, Serum-Werk-Bernburg AG,
Bernburg, Deutschland), erfolgte die intravendse Applikation von Propofol (Propofol,

1 % 10 mg/Iml MCT Fresenius, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) iiber einen peripheren Venenkatheter in der lateralen Ohrvene zur Narko-
seeinleitung. Darauf wurden die Tiere oral intubiert und eine Isoflurannarkose begonnen.
Intermittierend wurde Atropin (0,05 mg, Atropinsulfat, Braun Melsungen AG, Melsun-
gen, Deutschland) zur Kreislaufstabilisierung gegeben. Zur intraoperativen Schmerzthe-
rapie wurde den Tieren Metamizol (40 mg /kg, Vetalgin, Intervet Deutschland, GmbH,
Unterschleissheim, Deutschland) appliziert.

Als Antibiose erhielten die Tiere eine Stunde préoperativ 11,5 mg Amoxicillin-Trihyd-
rat/kg Korpergeweicht intramuskuldr verabreicht (Aucilin 150 mg/ml, Albrecht GmbH,
Aulendorf, Deutschland). Postoperativ wurde den Tieren jeweils 11,5 mg Amoxicillin-
Trihydrat/kg Koérpergewicht zweimal taglich an drei aufeinanderfolgenden Tagen in den
Nahrungsmittelbrei vermischt verabreicht (Amoxicillin-Trihydrat 200 mg/kg, Chevita
GmbH, Pfaffenhofen, Deutschland).

Im Rahmen des ersten Eingriffs wurde bei allen Tieren ein ,,Critical-Size-Defekt (CSD)*,
an der kaudalen Seite des Corpus mandibulae iiber einen duBBeren submandibuldren Zu-

gang generiert. Nach stumpfer Praparation auf den Unterkieferrand und Ablésung und

26



2 Material und Methoden

Entfernen des Periostes im Bereich des umschriebenen Defekts erfolgte das Ségen des
knochernen Defektes unter Schonung des Mandibularkanals. Die durchschnittliche De-
fektgroBe betrug dabei 7,15 cm?® (Intervall: 5,58 — 8,80 cm?). Bei den Tieren der Thera-
piegruppe (n=7) wurde hinzukommend noch jeweils ca. 20 g subkutanes, abdominelles
Fett entnommen und in PBS asserviert. In der Kontrollgruppe (n=6) wurde nur der CSD
fiir die anschlieBende Leitschienenimplantation gesetzt. Um postoperativ eine ausrei-
chende die Stabilitidt zu gewahrleisten und Unterkieferfrakturen zu verhindern, wurde
eine lasttragende Osteosyntheseplatte (DePuy Synthes Matrix Mandible Ltd., West Ches-

ter, USA) an der lateralen Seite des Unterkiefers eingebracht.

Zur postoperativen Schmerztherapie wurde den Tieren Carprofen alle 12 Stunden fiir 3
Tage verabreicht (4 mg/kg, Rimady® Pfizer Animal Health, New York, USA). Priopera-
tiv und fiir 3 Tage postoperativ wurde den Tieren das Antibiotikum Streptomycin gegeben
(0,5 g, einmal téglich). Nun erfolgte die Leitschienenherstellung (siche 2.7.2) und die
Stammzellisolation und die Leitschienenbesiedlung (siehe 2.8.1, 2.8.2, 2.8.6). Es wurden
jeweils zwischen 5 x 10° und 8 x 10% ASCs pro Leitschiene angesiedelt. Dies entspricht

einer ungefidhren Zahl von 1x10% ASCs pro 1 cm? Geriistvolumen. [71]

2.9.2 Zweite Operation: Leitschieneneingliederung

Nach vier Wochen wurde die Implantation der stammzellbesiedelten und der unbesiedel-
ten Leitschienen iiber den initial durchgefiihrten submandibulidren Zugang durchgefiihrt.
Das perioperative Procedere und das Anisthesieprotokoll entsprachen dabei dem des ers-
ten Eingriffs. Den Tieren der Therapiegruppe wurden im Rahmen des zweiten Eingriffs

eine stammzellbesiedelte Leitschiene implantiert. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten
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allein das Gertist. Die Fixierung des Gerlistes erfolgte jeweils iiber eine Rekonstruktions-
platte (DePuy Synthes Matrix Mandible, West Chester, USA). Darauf erfolgte wiederum

der schichtweise Verschluss der Wunde.

2.9.3 Opferung der Tiere und Probenaufarbeitung

Die letzte Operation bzw. die Opferung der Tiere erfolgte nach einer Dauer von 12 Wo-
chen. Die Tiere erhielten dazu eine Sedierung mit Azaperon (1 mg/kg Stresnil, Janssen-
Cilag GmbH, Neuss, Deutschland) und Ketamin (10 mg/kg Ursotamin, Serum-Werk-
Bernburg AG, Bernburg, Deutschland). AnschlieBend erfolgte die Applikation von Pen-
tobarbital (Release® 300 mg/ml, injectable solution, WDT eG, Garbsen, Deutschland).
iiber die laterale Ohrvene. Darauf wurden die Unterkiefer entfernt, die Proben gewonnen

und in Paraformaldehyd 4 % fixiert und aufbewahrt.

Abbildung 9: Entfernung des Unterkiefers post mortem zur anschlieBenden immunhistochemischen Ana-
lyse (A). Uber Osteosyntheseschrauben ist die Rekonstruktionsplatte entlang des Ramus mandibulae fixiert
(B). (C) und (D) zeigen die osseointegrierte, stammzellbesiedelte Leitschiene.
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2.10 Bildgebung

2.10.1 CT und Rapid Prototyping (RP)

Zunichst war eine entsprechende Ermittlung der Defektdimensionierung mit dreidimen-
sionaler CT-Bildgebung notwendig. Dazu wurde von dem osteotomierten Knochenblock
ein CT-morphologischer DICOM-Da

tensatz akquiriert. Nach Segmentierung der CT-Daten erfolgte die Erstellung eines STL-
Datensatzes mittels des Programms OsiriX Pixmeo (SARL, Bernex, Schweiz), der als
Template zur Konstruktion einer Leitschiene mittels RP diente. Die STL-Datensétze wur-
den an den Lehrstuhl fiir Fluidtechnik und Mikrofluidik der Universitit Rostock tibertra-

gen.

2.10.2 pCT

Nach der Einschlidferung der Tiere und der Probengewinnung erfolgte die Durchfiihrung
der uCT-Analyse (LCT80, Scanco Medical, Bassersdorf, Schweiz, rdumliche Auflosung
80 um). Zur Verarbeitung der erfassten pCT-Datensédtze wurde das Programm OsiriX
verwendet. Dazu wurde die in den Schweinen bei der ersten Prozedur entstandene origi-
nale DefektgroB3e voxelweise rekonstruiert. Die STL-Dateien, die in Grof3e und Form den
eingesetzten Geriisten entsprachen, definierten die Ausdehnung des urspriinglichen De-
fektes in der spdteren pCT-Analyse. So konnte das Ausmal der lokalen osteogenen Kon-
solidierung nach der Geriistimplantation im Rahmen des zweiten Eingriffs bestimmt wer-
den. Die durch die akquirierten CT-Datensitze ermittelten Defektgroen wurden in die
uCT-Daten implementiert und dienten als Volume of Interest (VOI) zur préizisen GroBen-
bestimmung des verbleibenden Defekts und zur genauen Lokalisation von ossdren Um-

bauprozessen und Konsolidierungen (Abbildung 10).
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Zur Vereinfachung wurde in der pCT-Analyse zwischen drei Gewebetypen unterschie-
den: Knochen (300-700 HU), iibriges Gertist (> 700 HU) und Bindegewebe (<300 HU).
Eine Schwelle und eine Bandbreite fiir jeden Gewebetyp wurde bestimmt und absolut

sowie prozentual in Verhiltnis zum urspriinglichen Defektvolumen gesetzt.

Abbildung 10: Definierung der Region of Interest (ROI) fiir die Bildanalyse. Durch Bestimmung der ROI
fiir die jeweilige Schnittebene kann das Volume of Interest (VOI) bestimmt werden.
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2.11 Immunhistochemie

Fiir die immunhistochemische Analyse wurden die Priparate fiir zwei Wochen in PFA
(1,5%) inkubiert. Dann wurde der Entkalkungsprozess begonnen und an die umfangrei-
che Probengrofle angepasst. Nach 12 Wochen Entkalkung wurde die Probe in Paraffin
eingebettet und auf eine Schichtdicke von 8 pm geschnitten. Zur Quantifizierung der Os-
teoneogenese und Neoangiogenese wurden Hdmatoxylin-Eosin-(HE-), Osteocalcin- und

CD31-Férbungen durchgefiihrt.

2.11.1 Hématoxylin-Eosin-Féarbung (HE)

Fiir die HE-Féarbung wurden die entparaffinierten Praparate zunéchst fiir 5 Minuten in
einer Hamatoxilinlosung nach Gill inkubiert und darauf zweimal fiir jeweils eine Mi-
nute in ddH>O gespiilt. Danach wurden die Priparate fiir 5 Minuten in einer Eosinlo-
sung (1 %) gefarbt. AnschlieBend wurden die Priparate in 80 % Ethanol fixiert und in
einer aufsteigenden Alkoholreihe und zweimal fiinf Minuten in Xylol-Ersatz inkubiert.

AbschlieBend wurden die Schnitte mit Eukitt eingedeckt.

2.11.2 CD31-Firbung

Nach Entparaffinierung wurden die Gewebeproben mit 0,1 M Citratpuffer in der Mikro-
wellenbestrahlung bei 600 W demaskiert. Dann wurden die Proben mit dem priméren
Antikorper fiir 2 Stunden inkubiert (1:50, Kaninchen anti-CD31, polyklonales IgG,
ab28364 Abcam, Cambridge, England). Nach dem Spiilen und Waschen mit PBS wurde
der zweite Antikorper fiir 60 Minuten aufgetragen (1: 200, Ziege Anti-Kaninchen-1gG,
BA-1000 Vektor, Burlingame, USA). Ein kommerziell erhiltliches Farbe-Kit wurde fiir
das weitere Verfahren (EnVision + System HRP (AEC), DAKO GmbH, Deutschland)
verwendet. Die Quantifizierung der CD31-Féarbung wurde wie bereits von Schubert et al.,

31



2 Material und Methoden

2011 beschrieben durchgefiihrt [72]. Fiir die Analyse des mikrovaskuldren Farbungsmus-
ters als Korrelat fiir die Neoangiogenese wurden in jedem Préparat 10 high-power fields
(0,16 mm? / Feld) bei 10-facher VergroBerung unter Verwendung des Axiovert 40 CFL-
Mikroskop bestimmt und mittels ZEN Software analysiert (Carl Zeiss AG, Oberkochen,

Deutschland).

2.11.3 Osteocalcin-Farbung

Zu Beginn wurden die Proben mit PBS gewaschen. Dann wurde der 1. Antikorper iiber
Nacht bei 4 °C inkubiert (1: 10.000, monoklonaler Maus Anti-Osteocalcin-IgG, Ab13418
Abcam, Cambridge, England). Dann wurden die Proben erneut gewaschen und der 2.
Antikdrper wurde aufgetragen und bei Raumtemperatur inkubiert (1: 200, Pferde Anti-
Maus-IgG, BA-2001 Vector, Burlingame, USA). Dann wurde Streptavidin konjugiert mit
Meerrettichperoxidase (HSS-HRP) zu den Proben fiir 30 Minuten zugegeben. Fiir den
weiteren Firbeprozess wurde das Cell & Tissue Staining Kit (HRP-DAB-System, R&D
Systems, McCinley, Kanada) gemil3 Herstellerempfehlungen verwendet.

Die relative Osteocalcin-Farbung wurde innerhalb der Region von neu gebildetem Kno-
chen geméll dem Protokoll von Sawyer et al., 2009 beurteilt und quantifiziert [73]. Ein
definierter Schwellenwert wurde ermittelt, um eine positive Farbung innerhalb von fiinf
zufillig ausgewdhlten Bereichen pro Probe unter Verwendung eines Axiovert 40 CFL
Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) bei 10-facher Vergroflerung zu
bestimmen. Die positive OC-Farbung wurde in Relation zur gesamten Knochenfldche

bestimmt.
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2.12 Statistik

Die im puCT untersuchten Parameter waren Knochenvolumen, Geriistvolumen und Rest-
volumen. In der Immunhistochemie waren es fiir die jeweilige Farbung die positiv ge-
farbten Strukturen. Die Ergebnisse der jeweiligen Untersuchung werden als Mittelwerte
mit Standardfehlern wiedergegeben.

Der t-Test wurde verwendet, um die zwei voneinander unabhéngigen Probengruppen zu
vergleichen. Eine statistische Signifikanz wurde einem Konfidenzinterfall von 95 %
(p<0,05) angenommen. Die Korrelationen zwischen den Parametern der Bildgebung und
denen der Immunhistochemie wurden mit dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson
bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS Statistics
21.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).

Eine Fallzahlschdtzung wurde mit Hilfe der Software G * Power Version 3.1.0 vorge-
nommen [74]. GeméaB dieser sollte ein Unterschied von 10 % bei BV/TV zwischen beiden
Studiengruppen nachweisbar sein. Unter Annahme einer Standardabweichung von 6,5 %
fiir BV/TV und eines a-Fehlers von 0,05 wurden 8 Tiere in beiden Gruppen bendtigt, um

mindestens eine statistische Trennschirfe (,,power) von 0,8 zu erreichen.
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3 Ergebnisse

Die Messungen durch das pCT sowie die immunhistochemische Aufarbeitung wurden
bei insgesamt 13 Tieren erfolgreich durchgefiihrt (Therapiegruppe, n=7; Kontrollgruppe,
n=6). FEine initiale, autoregenerative Knochenbildung im Defektbereich musste vor der
Leitschieneneingliederung durch eine selektive Osteotomie reduziert werden. Alle Leit-
schienen (n=13) konnten erfolgreich implantiert und iiber jeweils zwei Schrauben an den

Osteosyntheseplatten fixiert werden.

3.1 In-vitro Ergebnisse

3.1.1 Zellproliferation, Zellviabilitit (WST-1-Assay) und Zelliiberleben
(Live-Dead-Assay)

Die Zellzahl wurde nach Stammzellisolation und -expansion mittels Neubauer Zahlkam-
mer bestimmt. Die Zielzellzahl wurde an das Volumen der zu besiedelnden Leitschiene
angepasst. Pro 1 cm® wurden 1x10° Zellen bendtigt. In der komparativen Analyse der
proliferativen Kapazitit und der Zellviabilitit der ASCs und MSCs ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede. Beide Zellentititen zeigten hinsichtlich ihrer Proliferation
keine signifikanten Unterschiede bis zur vierten Passage. Im Vergleich der Population
Doublings Time (PDT) war ebenso kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen (MSC
=99,0 +45,5 Stunden, ASC = 81,0 + 41,8 Stunden). Sowohl bei MSCs als auch bei ASCs
waren keine signifikanten Unterschiede bzgl. der Zellviabilitit in Passage 3, 7, 9, 11 und
13 erkennen. ASCs kamen dabei auf eine mittlere optische Dichte beim WST-1-Assay von

106,9 % + 41,7 %, MSCs auf 100,0 % =+ 44,2 % [48].
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A B

Abbildung 11: ASCs mit von A nach D sukzessive zunehmender Zelldichte. Die sogenannte Konfluenz
der ASCs steigt von ca. 30 % (A) bis zu ca. 80-90% (D) (jeweils 20-facher Vergroflerung).

Abbildung 11 A zeigt die initiale Zelldichte der adhdrenten ASCs wenige Tage nach Iso-
lation und Beginn der Zellexpansion. Die Zellen wurden jeweils bis zu einer Konfluenz
von 70-80 % in einer Kulturschale besiedelt und dann passagiert. Zu Beginn der zellkul-
turell begleiteten Proliferation waren die Stammzellen noch eher nodulédr konfiguriert.
Mit voranschreitender Zellreife und Proliferation verdnderte sich die Zellmorphologie hin
zur Ausbildung von spindelzellartigen Auslédufern der Zellwand (Abbildung 8). Nach die-
ser Phase bildeten sich Zellaggregate mit mehreren Dutzend Zellen und die Konfluenz

nahm zu (Abbildung 11 Cund 11 D).

In den Abbildungen 12 bis 14 sind sowohl qualitativ als auch quantitativ die Unterschiede
im Zelliiberleben an duBleren und inneren Gerliststrukturen dargestellt. Kurz nach Besied-
lung der Tricalciumphosphatkonstrukte mit ASCs waren die Unterschiede in der Vertei-

lung der lebenden und toten Zellen im Vergleich zentraler zu peripheren Geriiststrukturen
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noch diskret. Nach 14 Tagen waren jedoch signifikant mehr lebende Zellen an der Ge-
ristoberflache (Gerlistoberflache: 44,08 + 4,38 Zellen; Zentrum: 32,17 £+ 2,10 Zellen;

p = 0,0225) und hochsignifikant mehr tote Zellen im Zentrum zu verzeichnen (Gertist-

oberfliache: 3,92 £+ 0,40 Zellen; Zentrum: 9,25 + 0,71 Zellen; p < 0,0001).

Abbildung 12: Live-Dead-Assay MSC (A)- und ASC (B)-besiedelter Leitschienen (1,25-facher und 10-
facher VergroBerung). Die dufleren Anteile des Gertists zeigen sowohl bei den MSCs (A) als auch auf den
ASCs (B) deutlich mehr lebende Zellen (flichig griin fluoreszierendes Zellnetzwerk) als tote Zellen
(punktuelle, disseminierte rote Fluoreszenz). Abbildungen modifiziert aus Burian et al., 2017 [48].

Abbildung 13: ASC-besiedelte Leitschiene, oberflichlich (A) und zentral (B) (10-facher Vergréflerung).

In der vergleichenden Gegeniiberstellung der peripheren (A) und der zentralen (B) ASC-Populationen
zeigte der Live-Dead-Assay in inneren Leitschienenarealen deutlich mehr rote Fluoreszenz im Sinne von

apoptotischen Zellen.
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Abbildung 14: (A) zeigt die Verteilung der lebenden (griin) und der toten ASCs (rot) an &dufleren Geriistab-
schnitten. (B) stellt diese Verteilung im zeitlichen Verlauf fiir das Gerlistzentrum dar. An Tag 14 kénnen
signifikant mehr lebende Zellen an dueren im Vergleich zu inneren Tricalciumphosphatgeriisten detektiert
werden (Gertistoberfliache: 44,08 + 4,38 Zellen; Zentrum: 32,17 + 2,10 Zellen; p = 0,0225). Im Zentrum
des Gertistes sind nach 14 Tagen hochsignifikant mehr tote Zellen pro Geriistflache als an der Oberfldche
zu erkennen (Gertistoberflache: 3,920 + 0,40 Zellen; Zentrum: 9,25 + 0,71 Zellen; p < 0,0001).

3.1.2 Osteogene Differenzierung (Alizarin-Red-Assay)

Die Pluripotenz der isolierten und expandierten ASCs, d.h. die Kapazitét der Zellpopula-
tion sowohl in Osteoblasten als auch Adipozyten zu differenzieren, wurde mittels Aliza-
rin-Red-Assay fir die osteogene Differenzierung untersucht. Abbildung 15 B zeigte eine
teils noduldr, teils flichig-konfluierend konfigurierte Rotfarbung eingelagerter Ca?*-Mat-
rizes im Alizarin-Red-Assay als Beweis der erfolgreichen osteogenen Differenzierung.

Abbildung 15 A stellt die Negativkontrollen der Alizarin-Rot-Féarbung dar.
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Abbildung 15: ASCs in Alizarin-Red-Assay (B). In der Kontrolle (A) findet keine osteogene Differenzie-
rung statt. (B) zeigt hingegen eine flachige, teils noduldr betonte Verteilung des Farbstoffes und insgesamt
eine gute osteogene Differenzierung dar. Es zeigen sich bereits osteondhnliche Formationen
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Abbildung 16: Quantifizierung der Alizarin-Red-Farbstoffaufnahme auf den mit osteogen differenzierten
ASCs besiedelten Leitschienenkonstrukten bei Besiedlungsbeginn und nach 14 Tagen. Es zeigt sich ten-
denziell eine hohere Alizarin-Red-Konzentration an der Geriistoberflache (rot kariert) als im Zentrum (rot
ohne Fiillung) sowohl nach einem Tag als auch nach 14 Tagen. An Tag 14 zeigt sich an der Geriistoberfl&-
che eine Konzentration des Alizarin-Red-Farbstoffs von 3,86 £+ 0,53 uM, und im Zentrum von 3,43 £ 0,41
uM (p = 0,53).
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3.2 In-vivo Ergebnisse
3.2.1 pCT-Daten

Die Analyse der pCT-Daten zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen Therapie-
und Kontrollgruppe hinsichtlich des prozentualen Anteils des neu gebildeten Knochens
(BV=Bone Volume) am gesamten Defektvolumen (TV= Total Volume) in dem definier-
ten VOI. Bei der Kontrollgruppe war ein Knochenzuwachs von 22,4 % =+ 9,85 % im Ver-
gleich zu 34,8 % =+ 4,80 % in der Therapiegruppe zu verzeichnen (p = 0,026) (Abbildung

17).

100+

BVITV [%]
H [<2] o0
2 S 9

)
<

Kontrolle ASC

Abbildung 17: Anteil des neu gebildeten Knochens am Gesamtvolumen des VOI. In der Therapiegruppe
findet eine signifikant erhdhte Knochenbildung statt.

Hinsichtlich des residuell verbleibenden, unvollstindig resorbierten Leitschienengeriistes
(SV=Scaffold Volume) gab es keine signifikanten Unterschiede in den beiden Gruppen
(Kontrollgruppe: 16,98 % + 20,98 %, Therapiegruppe: 13,69 % = 8,83%; p =0,7108). In
der Kontrollgruppe wurde nur jedes zweite Leitschienentransplantat regelrecht inkorpo-
riert. Drei Tiere zeigten eine unvollstdndige bzw. allein minimale Integration der Leit-
schiene in den knochernen Verbund (Kontrolltier 2 und 5). Im Bereich der VOI bei Tier

2 sind Leitschienenanteile von 57,9 % am Gesamtvolumen zu erheben.
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Abbildung 18: Volumen residueller Leitschienenanteile. Die Volumina der residuellen Leitschienenanteile

sind gruppeniibergreifend relativ gleich verteilt.

Neben den bereits verkndcherten Arealen und den residuellen Leitschienenanteilen
konnte anhand der differierenden Dichtewerte eine weitere, mehrere Gewebetypen (Bin-
degewebe, reaktives Granulationsgewebe, narbige Verwachsung) subsumierende pCT-
morphologische Entitéit abgegrenzt werden (RV= hier vereinfacht als sog. ,,Rest Volume*
bezeichnet). Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Therapiegruppe war der Anteil
dieser Subklassifikation unter allen untersuchten Geweben am grofBten (Kontrollgruppe:
60,65 % =+ 13,92 %; Therapiegruppe 51,50 % =+ 8,74 %; p = 0,1766), ohne einen signifi-

kanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu zeigen.
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Abbildung 19: Restvolumen des Granulations- und Bindegewebes. Die Therapiegruppe zeigt tendenziell
geringere prozentuale Anteile an intermedidrem Bindegewebe.
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An einer exemplarischen, komparativen Gegeniiberstellung eines akquirierten Datensat-
zes eines Kontroll- (20 A) - und eines Therapietieres (20 B) lieBen sich die herausgear-
beiteten Unterschiede beider Gruppen veranschaulichen (sieche Abbildung 20). Zunéchst
wurde eine grobe Unterteilung des Unterkieferknochens in spongidsen (1) und kortikalen
(2) Knochen und residuelle Leitschiene vorgenommen. In 20 A ist der allein partielle
Abbau des Tricalciumgeriists mit groB3tenteils beibehaltener Struktur und weichgewebi-
ger Umkapselung zu erkennen. An den Osteotomierdndern bilden sich reaktive Knochen-
appositionen. Im Vergleich dazu ist die Transplantatintegration in 20 B nahezu abge-
schlossen. Es sind lediglich kleine, disseminierte Geriistfragmente zu sehen, die jedoch
bereits in den neu gebildeten lamelldren Knochen integriert sind und im Zuge der kno-
chernen Inkorporation ihre urspriingliche Morphologie nahezu komplett verloren haben.
Durch die osteoinduktive und osteokonduktive Wirkung des Leitschienenkonstrukts
scheint der neugebildete Knochen im Gegensatz zu 20 A in die Defektzone einzuwach-

sen, sodass es zu einer guten Integration des Transplantats kommt.
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Abbildung 20: Vergleich eines Kontrolltieres (A) mit einem Therapietier (B). Koronare Schnittfithrung
durch Defektbereich im Unterkiefer. (1) spongidser Knochen, (2) kortikaler Knochen, (3) Leitschienen-
fragmente. Im Kontrolltier zeigt sich eine fehlgeschlagene Osseointegration mit einer bindegewebigen
Ummantelung der Leitschiene, vergleichbar einer Fremdkdrperreaktion. Im Randbereich des Defekts
stellt sich eine diskrete Osteokonduktion dar. In (B) ist exemplarisch die nahezu vollstindige Inkorpora-
tion der Leitschiene dargestellt. Es findet sowohl eine Osteogenese im Bereich des implantierten TCP-
Geriistes, als auch in den Randbereichen der Osteotomiegrenze eine Osteokonduktion statt.

Abbildung 21: Darstellung des Defektbereichs nach Leitschienenintegration in einem Therapietier in koro-
narer (A) und sagittaler (B) Schnittfilhrung. Die gelben Pfeilspitzen markieren umschriebene osteoinduk-
tive Areale im Randbereich und im Zentrum der Leitschiene.
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Die Probenaufarbeitung zeigte eine korrekte ossire Integration des neu gebildeten Kno-
chens in den Wirtsknochen. Dieser Prozess wird auch als Osseointegration bezeichnet.
Eine de-novo-Osteogenese in den Gerlistzentren war bei allen Tieren der Therapiegruppe
zu beobachten. Im Gegensatz dazu zeigten nur 3 von 6 Tieren der Kontrollgruppe eine
entsprechende Osseointegration. Eine de-novo-Osteogenese zeigten sich hingegen in die-

ser Gruppe nur 2 Tiere.

12004

100,04

RV
RV

60,04

SV

SV

Anteile der Gewebe am Gesamtvolumen %)

BV
BV

Kontrolle Therapie

Tabelle 2: Anteile der uCT-morphologischen Strukturen am Gesamtvolumen. Anteilig zeigt sich das Kno-
chenvolumen (BV) der Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht. Die Leitschienenvolumina
(SV) sind gruppeniibergreifend vergleichbar repréasentiert. Das Volumen des intermedidren Bindegewebes
ist in der Kontrollgruppe erhoht.
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3.2.2 Immunhistochemie

Nach bildmorphologischer Analyse erfolgte die histologische Aufarbeitung der Prépa-
rate. Als Indikator der Osteogenese wurde die Expression von Osteocalcin (OC) in den
definierten VOI gemessen und in Relation zur Gesamtfliche gesetzt. Bei jeder Art von
Knochenneubildung ist neben der Bildung der Hartsubstanz die Vaskularisierung von
grofler Bedeutung. CD31 ist ein Protein das u.a. auf Monozyten, Thrombozyten, Osteo-
klasten und T-Zellen exprimiert wird, aber ebenso auf Endothelzellen, vor allem wihrend
deren Zellteilung vorzufinden ist. In der immunhistologischen Analyse hat sich CD 31

als Surrogatparameter zur Quantifikation der Neoangiogenese etabliert [75].

Hinsichtlich der OC-Féarbung der beiden Gruppen zeigte sich ein signifikanter Unter-
schied zwischen Kontroll- und Therapiegruppe. In der Kontrollgruppe waren 17,10 % +
3,57 % der Priparatfliche OC+ geférbt. In der Therapiegruppe hingegen waren es 27,98
% £+ 2,81 % (p <0,001) (Abbildung 22). Analog der Verteilung der OC+ Préparatanteile
zeigte CD31 eine spezifische in der Therapiegruppe kumulierende Verteilung mit einer
signifikant hoheren Anzahl an CD31+ Zellen als in der Kontrollgruppe (Kontrolle: 25,17

+ 7,96; Therapie: 42,43 £+ 5,35; p = 0,02) (Abbildung 23).
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Abbildung 22: Anteil der OC+-gefirbten Priparatflachen (Kontrolle: 17,10 + 3.57; Therapie: 27.98 +
2,81; p<0,001)
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Abbildung 23: Zahl der CD31+ Zellen (Kontrolle: 25,17 + 7,96; Therapie: 42,43 + 5,35; p = 0,02).

An exemplarischen Schnitten beider Gruppen lie sich die homogene OC+-Farbung gro-
Ber Teile der Praparatflachen in der Therapiegruppe erkennen (Abbildung 24, siche A).
Im Vergleich dazu war die OC+-Farbung im Kontrollpréparat disseminierter und hetero-
gener verteilt (Abbildung 24 C und 24 D). Hier fiel eine Tendenz zur periosteondren OC+-
Akkumulation auf. Im Bereich der Grenzzone der Osteoneogenese waren charakteristi-
sche Konfigurationen der beteiligten Gewebe zu erkennen. Die Therapiegruppe (in 24 B
rotes Rechteck) zeigte eine vom ortsstdndigen Knochen in den Defektbereich penetrie-
rende, unreife, reaktive Knochenform (lamellédrer Knochen). Im zentralen Préparatteil
konnten residuelle, noch nicht vollstdndig inkorporierte Leitschienenfragmente detektiert
werden. Die Kontrollgruppe zeigte im unmittelbaren Grenzbereich der Defektzone so-
wohl eine partiell erhohte OC+-Farbung als auch Areale mit lamelldren Knochenforma-
tionen, Osteonen und GefaBBanschnitten. Unreife Knochenvorformen sind im Bereich der
Markierung zu erkennen (24 B, rotes Rechteck). Im Vergleich zur Therapiegruppe kommt
es bei der Kontrollgruppe zum gehduften Auftreten von Leukozyten (24 D, rotes Recht-
eck), hier im Speziellen: Granulozyten. Diese lokale inflammatorische Reaktion bzw.
Granulation an den Grenzzonen des Defekts deutet auf eine fehlgeschlagene Transplan-

tateinheilung hin.
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Hinsichtlich der Neoangiogenese lieen sich anhand der immunhistologischen Farbungen
ebenso Charakteristika beider Gruppen erarbeiten. In Abbildung 19 sind CD31+ Arterio-
len und Venolen zu erkennen. In der Therapiegruppe (25 A) ist im Vergleich zur Kon-

trollgruppe (25 B) die Anzahl der neu gebildeten Gefdfle erhoht und das vaskuldre Netz-

werk als Ganzes nimmt einen groferen Anteil an der Gesamtflidche des Priparats ein.

Abbildung 24: OC-Farbung eines Therapietiers (A, B) und eines Kontrolltiers (C, D). (A) Fliachenhafte
OC-Firbung der Schnittpréparate als Zeichen einer flichenhaften Knochenneubildung mit de-novo Syn-
these von lamelldrer Knochen (rotes Rechteck in B).
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Abbildung 25: CD31-Farbung eines Therapietiers (A) und eines Kontrolltiers (B). In (A) Darstellung ei-
nes Anschnitts mehrerer Osteone und intraossirer Gefafie als Zeichen einer erhdhten Neoangiogenese.

3.3 Statistik und Korrelation der Daten

Kontrolle Therapie
BV/TV 22,4+ 9,85 % 34,8 £4,80 % p <0,05
SV/TV 16,98 +20,98 % 13,69 + 8,83 % p=0,7108
RV/TV 60,65 £ 13,92 % 51,50 + 8,74 %, p=0,1766
CD31 25,17 + 7,96 42,43 + 535 p=10,026
oC 17,10 +3,57% 27,98 £2,81% p <0,001

Tabelle 3: Mittelwerte +/- Standardabweichung, Signifikanz mit * gekennzeichnet. TV in cm?, BV/TV,
SV/TV und RV/TV in %, CD31 Absolutwerte an jeweils positiv gezihlten Zellen, OC Anteil an positiv
gefdrbten Préparatflichen in %.

Mit dem prozentualen Anteil des neu gebildeten Knochens im Bereich der ROI des je-
weiligen Schnittbildes in der pCT zeigte BV/TV einen signifikanten Unterschied zwi-

schen Therapie-und Kontrollgruppe (p < 0,05). Ebenso unterschied sich die Anzahl an

neu gebildeten Blutgefden und die prozentuale Fliche der jeweiligen Schnittpréparate
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der beiden Gruppen signifikant. Die Ergebnisse wurden anschlieBend untereinander kor-
reliert. Dabei ergab sich sowohl eine moderate positive Korrelation zwischen der Grofle
des Anteils an neu gebildetem Knochen mit der Expression von Osteocalcin (Pearson r =
0,690, p = 0,009), als auch eine starke positive Korrelation mit der Anzahl an CD31+
Zellen, als Indikator der Neoangiogenese (Pearson r = 0,812, p = 0,001). Die beiden his-
tologisch erhobenen Parameter korrelierten ebenso signifikant positiv miteinander (Pear-

sont = 0,8, p=0,001).
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4  Diskussion

In dieser experimentellen Tierversuchsstudie wurde die Regeneration ausgedehnter Un-
terkieferdefekte mit stammzellbesiedelten Leitschienen in einem orthotopen GrofBtiermo-
dell bildgebend durch pCT untersucht und immunhistologisch evaluiert. Die Ergebnisse
der Studie zeigten im Rahmen des vorliegenden experimentellen Settings, dass sowohl
der prozentuale Anteil an neu gebildetem Knochen als auch die lokoregionale Neoangio-
genese durch eine in vitro Stammzellbesiedlung erh6ht waren. Im Folgenden werden die
Ergebnisse dieser Studie diskutiert, in den Kontext des derzeitigen Stands der Forschung
gesetzt, die potentiellen klinischen Implementationen eruiert und die Limitationen dieses

Verfahrens ausgefiihrt.

4.1 Synopsis der ermittelten Daten

In der vorliegenden Studie zeigte sich, dass die kndchernen Defizite sowohl mittels
stammzellbesiedelter als auch mittels unbesiedelter Geriiste nach 12 Wochen nur partiell,
das heiB3t in der Groenordnung 15-40 % des Gesamtdefektvolumens, knchern regene-
riert werden konnten. Dabei zeigte sich allerdings ein statistisch signifikanter Vorteil in
der Gruppe, in der die TCP-PLGA-Leitschienen mit adipogenen mesenchymalen Stamm-

zellen besiedelt waren (BV/TV 34,8 % vs. 22.4 %).

Die bereits beschriebene Datenkonstellation zeigte das osteogene und neoangiogeneti-
sche Potential dieser stammzellbesiedelten TCP-PLGA-Leitschienen in vivo. Die ermit-
telten Ergebnisse lieBen mehrere Schlussfolgerungen bzgl. der verwendeten Leitschie-

nenstammzellkonstellation und deren osteogenem und proangiogenetischem Potential zu.
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Es zeigte sich, dass sich bei alleiniger Implantation des Leitschienengeriists zwar neue
vaskulére Strukturen bilden und zudem zu einem gewissen Grad eine Osteoneogenese als
auch eine Osteokonduktion stattfindet (Abbildungen 22, 23 und 24). Diese waren jedoch
signifikant geringer als bei ASC-Besiedlung. Die Osteokonduktion war bildgebend zum
groBten Anteil an der Knochenneubildung in toto beteiligt, die von den Osteotomierin-
dern von peripher nach zentral zieht (Abbildung 20 A). Insgesamt schien die azellulédre
Implantation dabei heterogene Ergebnisse hervorzurufen. 3 von 6 Kontrolltieren zeigten
jeweils eine der Therapiegruppe nahekommende Knochenneubildung mit moderater Os-
teoneogenese, bedingt durch das Tricalciumphosphatleitgeriist, und bestétigten das in
mehreren Studien ermittelte Potential der auf Calciumphosphat basierten Materialien zur
Osteokonduktion [76, 77]. Neben diesen Tieren zeigte sich hingegen bei den Kontrolltie-
ren 2, 3 und 5 eher eine Tendenz zur konsekutiven bindegewebigen Umkapselung der

inserierten Konstrukte (RV/TV Kontrollen > RV/TV Therapie).

Bei additiver ASCs-Besiedlung der Leitschienenkonstrukte kam es zu einer besseren In-
korporation, signifikant erh6hten Knochenneubildung (BV/TV Kontrolle < BV/TV The-
rapie, OC Kontrolle < OC Therapie, dabei Osteoneogenese >> Osteokonduktion) und

einer signifikant gesteigerten Neoangiogenese in vivo (CD31 Kontrolle < CD31 Thera-
pie).

Die unwesentlichen Differenzen der Gertistreststrukturen der beiden Gruppen deutete le-
diglich tendenziell auf eine erleichterte Degradation des Tricalciumphosphats bei Stamm-

zellbesiedlung hin (SV/TV Kontrolle > SV/TV Therapie). Der zugrunde liegende Mecha-

nismus wurde fiir Calciumphophate bereits 2002 von Lu et al. beschrieben [78].
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4.2  Dateninterpretation

In dieser Studie wurde pCT-morphologisch ein qualitativer und quantitativer, signifikan-
ter Unterschied in der Osteogenese (BV/TV) zwischen Therapie- und Kontrollgruppe zu-
gunsten ersterer gezeigt. Hinsichtlich der Verteilung von Bindegewebe (RV/TV) und ver-
bliebenem Leitschienengeriist (SV/TV) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede,
bei einer relativ heterogenen Resorptionsverteilung in der Kontrollgruppe. Hierbei zeig-
ten 3 von 6 Tieren der Kontrollgruppe eine erfolglose Integration der Leitschiene. Bei
diesen Tieren ist jedoch auch jeweils ein groBBer bindegewebiger Anteil nachweisbar. Die-

ser kann mit Granulationsreaktionen assoziiert sein (Abbildung 20 A und 24 D).

Als mogliche relevante Parameter einer erfolgreichen Integration wurden in der Literatur
Leitschienenarchitektur- und Porengréfle beschrieben. Diese waren in der vorliegenden
Studie jedoch durch das standardisierte Druckverfahren und das normierte Defektdesign
konstant [31, 35, 43, 79]. Das Volumen der Leitschienenkonstrukte untereinander vari-
ierte zwar in einem gewissen Umfang, allerdings lieBen sich weder signifikante Unter-
schiede, noch Tendenzen erkennen und groBere Volumina bedeuteten nicht, dass es zu

einer schlechteren Integration kam.

Der Schliissel zu einer erfolgreichen Integration des besiedelten Leitgeriists und einer
konsekutiven Knochenneubildung stellte die Neoangiogenese und der Erhalt einer mog-
lichst groBBen Zahl aktiver Zellen dar [80]. Die Entstehung neuer Geféle schreitet in einer
Spanne von 100 pum bis 1 mm pro Tag voran [81]. Die Diffusion von Sauerstoff in avas-
kuldres Gewebe ist bis zu einem Radius von 200 um um ein perfundiertes Gefall moglich
[82]. Vitaler Knochen kann nur in Entfernung von 100 um zu einer intakten Kapillare

entstehen [83]. Diese Erkenntnisse spiegelten sich auch in vivo in den Ergebnissen und
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Korrelationen dieser Studie wieder. Neben den erwéihnten bildgebend ermittelten signifi-
kanten Unterschieden in der Knochenneubildung zeigten sich ebenso hochsignifikante
Unterschiede bei histologischer Aufarbeitung hinsichtlich der Marker fiir die Neoangio-
genese (CD31) und die Ossifizierung (OC). Dariiber hinaus stellten sich signifikante po-
sitive Korrelationen sowohl zwischen dem pCT-morphologisch errechneten Anteil an
neugebildeten Knochen am Gesamtvolumen und der Neoangiogenese (Pearsonr = 0,812,
p = 0,001) und dem Grad der Ossifizierung (Pearson r = 0,690, p = 0,009) als auch der
beiden histologischen Marker untereinander (Pearson r = 0,8, p = 0,001) dar. Diese Kor-
relationen unterstreichen das Primat der Vaskularisierung bei der Osteogenese. Die the-
matisierte Etablierung eines stabilen, funktionellen Gefafinetzwerks zur physiologischen
Perfusion der neu formierten Osteoblastencluster ist vor allem in CSD in Grofitiermodel-
len, die den in der klinischen Praxis bendtigten Transplantatvolumina am nihesten kom-
men, eine Herausforderung. Mit der Transplantatgréf3e steigt die Zahl der fiir eine suffi-
ziente Besiedelung bendtigten Zellen und die hypoxische Schwelle bei deren Unterschrei-
tung der Apoptosezyklus eingeleitet wird, kann in zentralen Leitschienenbereichen
schneller erreicht werden [80, 84]. Um diese Mechanismen weitestgehend auszuschalten,
ist ein gut balanciertes Verhéltnis von Mikroarchitektur (Leitschienendesign, Kanalgrofe,
Porositit und PorengroBe) und Stammzellzahl- und Entitit notwendig. Hierbei werden
Porengroflen von mehr als 20 um mit einer verbesserten regenerativen Kapazitdt und Po-
rengrofen bis zu 30-40 pm mit proangiogentischer Aktivitdt und einem guten Einhei-
lungspotential assoziiert. Ebenso spielt die Porositit als auch die GroBe der interkonnek-
tierenden Kanile eine grofle Rolle. So wurde bereits von Karageorgiu et al. 2005 gezeigt,

dass die in dieser Studie verwendete Porengrofle der interkonnektierenden Kanéle von
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450-500 pum mit einer guten ossidren Regeneration, Neoangiogenese und dadurch mit ei-
ner guten Sauerstoffversorgung verkniipft sind (in dieser Studie verwendete Leitschienen:
Porengrdfie: 10-30 um; Kanalgrofe 450-500 pum, sieche Abbildung 2) [34, 35, 85-87]. Das
vasoaktive Potential der ASCs wurde in Form der molekularbiolgoischen Verifizierung
der VEGF-, Tumornekrosefaktorsa. (TNFo)- und der Hepatozyten-Wachstumsfaktor

(HGF)- Exprimierung nachgewiesen [63, 88].

In dieser Studie hatte die Testgruppe mit Stammzellbesiedlung absolut auf alle Studien-
tiere gesehen eine signifikant gesteigerte Knochenneubildung zur Folge. Dazu wurden
sowohl die osteokonduktiven Effekte der Defektrénder als auch die Osteoneogenese im
Bereich der Leitschiene gerechnet. Die Stammzellbesiedlung war hierbei mit einer erhdh-

ten osteoneogenetischen Aktivitt verkniipft.

4.3  Einordnung der Ergebnisse in den aktuellen Stand der

Forschung

Die Regeneration von gro3dimensionierten kndchernen Defekten, die durch Traumata
oder neoplastische Erkrankungen entstehen, stellt sowohl medizinisch als auch soziodko-
nomisch eine groBBe Herausforderung dar. Spezielle Defektkonstellationen, deren Aus-
dehnung die individuelle physiologische Kapazitit zur lokalen, spontanen Konsolidie-
rung liberschreiten, erfordern autologe, allogene oder xenogene Transplantate zur Wie-
derherstellung der kndchernen Integritét, vor allem in Form und Funktion [89-92]. Un-
weigerlich sind jedoch mit jeder der genannten Transplantatformen gewisse Nachteile
verbunden. Beim Einsatz eines Autografts, wie sie gefafigestielte Radialis-, Fibula- oder

Beckentransplantate darstellen, sind unweigerlich Hebedefektmorbiditdten und im Falle
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der allogenen und xenogenen Transplantate Immunreaktionen verbunden [4, 5, 7, 8, 93,
94]. Diese Gegebenheiten haben die préiklinische und teilweise bereits die selektiv klini-
sche Erprobung alternativer Verfahren zum Knochenersatz, wie das Tissue Engineering

forciert [3, 14, 26].

In der Vergangenheit wurden mehrere experimentelle Kleintiermodelle mit verschiede-
nen Kombinationen von Defektkonstellationen, Leitschienenarchitekturen, fiir die Be-
siedlung verwendeten Zellentitidten und hinzugefiigten, die Zelladhésion und die Neoan-
giogenese beeinflussenden Proteinen untersucht [23, 95-99]. Um der klinischen Situation
beim Menschen niher zu kommen, eignen sich Grof3tiermodelle wie in der vorliegenden

Studie verwendet.

In dem von Viateau et al. untersuchten ektopen GrofBitiermodell zeigte sich dquivalent zu
dieser Studie ein signifikant gesteigerte Knochenneubildung bei den stammzellbesiedel-
ten Leitschienenkonstrukten [100]. Ein weiterer Schritt hin zur Annéherung an die klini-
sche Situation ist die Kombination aus entsprechender DefektgroBe, wie dem hier be-
schriebenen CSD, mit einem orthotopen Grofitiermodell. Nach derzeitiger Datenlage ist

die vorliegende Arbeit die einzige Studie mit entsprechenden Parametern.

Initial stellt der in der Literatur von mehreren Arbeitsgruppen unterschiedlich interpre-
tierte und beschriebene Begriff des CSD eine heterogene Grof3e dar. So beschrieben Ma
et al. einen 2 cm langen, segmentalen Defekt im Schweineunterkiefer ohne periostale
Deckung als CSD, Sun et al. wiederum sahen einen Defekt erst ab einer GroBe von 5 cm?
als kritisch an [101, 102]. Die Arbeitsgruppe um Ruehe et al. wiederum zeigte auf, dass
selbst ein zwei- bis dreiwandiger Effekt mit einer Ausdehnung von bis zu 10 cm?® mit
mukoperiostaler Deckung nicht zwangsweise als CSD klassifiziert wird [103]. Allen er-

wihnten Studien war eine hohe Autoregeneration gemein. In dieser Studie wurden die
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verschiedenen erwidhnten Charakteristika eines CSD kombiniert, sodass ein zwei- bis
dreiwandiger Defekt mit einer Ausdehnung von 6-8 cm?® ohne Periostdeckung als Aus-

gangsdefekt definiert wurde.

Ein weitere Variable ist die verwendete Zellentitdt, die die Osteneogenese in vivo unter-
stiitzt. ASCs zeigten eine gute osteogene Differenzierung und erhdhen das neoangioge-
netische Potential der eingegliederten Leitschienenkonstrukte im Implantationsgebiet
(siche Abbildung 23) [48, 104]. Neben Hsiao et al. bestétigten sowohl Kachgal und Put-
nam als auch Schubert die proangiogenetische Aktivitit der ASCs, die mit der Hochre-
gulierung der Aktivitit des TNFa, HGF oder VEGF in Zusammenhang stand [24, 72,
104]. Dariiber hinaus werden ASCs mit einer Stimulierung der Perizytenrekrutierung in
Verbindung gebracht, die ihrerseits einen stabilisierenden Effekt auf neu gebildete Ge-
fdBe haben [63, 105, 106]. Dies ist eine Erklarung fiir die signifikant gesteigerte Zahl an
neu gebildeten GefdBen in den Schnittpriparaten (Abbildung 24 A). Die bereits beschrie-
bene vasoaktive Leitschienenarchitektur erkldrt die in der Kontrollgruppe stattgehabte
Neoangiogenese (Abbildung 24 B). Bereits Zhang et al. und Ghanaati et al. stellten in
ihren Studien den Stellenwert der praformierten Porenstruktur als vasoaktives Leitgeriist

fiir die GefaBBeinsprossung in vivo heraus [79, 107].

Die nun mehrfach beschriebene, zugrundeliegende vaskuldre Matrix dient als Basis fiir
die konsekutive Osteogenese. Dies hat jedoch im Riickschluss zur Folge, dass es im Falle
einer unzureichenden Vaskularisierung des eingebrachten Tricalciumphosphatgeriists
nicht zur Osteoneogenese, sondern zu der wie bei 3 von 6 Kontrolltieren beobachteten
fehlgeschlagenen Inkorporation in Form einer Granulationsreaktion kommt (Abbildung

20 A) [108]. Hierbei ist wie bei der Neubildung einer jeden neuen organischen Matrix
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primér die Etablierung und der Erhalt eines stabilen Versorgungsnetzwerks als Grundlage

der spiteren Entstehung komplexer Zellverbidnde notwendig [109-111].

Parallel zu den praklinischen Untersuchungen zur Eruierung des Stammzellpotentials,
wurden einige wenige Fallserien zur klinischen Implementation der bisherigen Ergeb-
nisse prasentiert, die den Synergismus und die Interdisziplinaritdt dieses Forschungsbe-
reichs unterstreichen. 2001 stellten Quarto et al. drei Fallberichte vor, bei denen ausge-
dehnte knocherne Defekte der Tibia, Ulna und des Humerus durch ex vivo expandierte
Stammzellen erfolgreich therapiert wurden [112]. Im selben Jahr berichtete Vacanti et al.
in einer Kasuistik iiber die Gewinnung von periostalen Stammzellen aus dem distalen
Radius, deren ex vivo Expansion und an ein Tricalciumphosphatgeriist gekoppelte kon-
sekutive Reimplantation zum Ersatz eines Daumenendgelenks. Dabei zeigte sich eine

gute Osseointegration, jedoch allein 5 % Knochenneubildung [113].

4.4  Pathophysiologische Aspekte und klinische

Implementation

Aus den geschilderten Erkenntnissen und den dargelegten naheliegenden Interpretations-
ansétzen ergeben sich Implikationen filir die Stammzellauswahl, deren weitere moleku-
larbiologische Behandlung und prospektive klinische Implementation, die im Folgenden

ausgefiihrt werden.

Wie bereits erwéhnt, unterscheiden sich Stammzellentitdten (hier im Speziellen ASCs)
bzgl. ihrer Zugdnglichkeit und ihrer Eigenschaften unter sich verédndernden physiologi-

schen und pathologischen Bedingungen in vitro und in vivo [48, 114-116]. Diesbeziiglich
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wurden mehrfach die Besonderheiten ihrer Stammzellaktivitit und des damit verbunde-
nes Potentials in mehrere Zelllinien zu differenzieren und letztendlich ihre Wechselwir-
kungen mit umgebenden organischen Strukturen erértert [117]. Daraus geht hervor, dass
fiir den erfolgreichen préklinischen und weiteren klinischen Einsatz eine Anpassung der
genannten Parameter fiir jede individuelle Situation und Applikationsform erforderlich

1st.

Im Folgenden wird ndher auf die Stammzellaktivitidt auf Leitschienengeriisten, deren
Zell-Zell- und Zell-Geriist-Interaktion und der Bedeutung der Stammzelllokalisation in-
nerhalb der Geriiste eingegangen. Initial folgt nach jeder Expansion in vitro die Geriist-
besiedelung, wobei es zur ersten Kommunikation des Geriistmaterials mit dem Zelltyp
und der sich anschlieBenden Adhidrenz kommt. Neben dem Medienzusatz, die den
Stammzellen die Richtung der Differenzierung vorgibt, sind es nun vor allem Geriistcha-
rakteristika wie Porengrofle, Architektur und Zusammensetzung, die die eingeschlagene
— hier osteogene Differenzierung — weiter bahnen und durch proangiogentische Konfigu-
ration weiter unterstiitzen [85]. Modifizierend kann an dieser Stelle bereits durch eine
Gertist- bzw. Stammzellprakonditionierung in Form einer a priori Supplementation mit
proangiogentischen Wachstumsfaktoren (VEGF) oder vasoaktiven Geriiststrukturen,
welche Tonen wie Mg?* oder Ca®* freisetzen und sowohl die Angiogenese durch Diffe-
renzierung in Endothelzellen und Perizyten als auch ferner die Osteoneogenese nachweis-

lich positiv beeinflussen [22, 23, 99, 107].

Um sich der klinischen Problematik ausgedehnter Defekte zu ndhern, ist die Konstruktion
von grof3en vaskularisierten, osteogen differenzierten Konstrukten notwendig, deren Aus-

dehnung allein verschiedene Bedingungen hinsichtlich Oxygenierung und Perfusion je
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nach topographischer Lage iiber das Gerlist hinweg erzeugt. Hierbei kann es nun zu zent-
ralen hypoxischen Bereichen kommen. Hypoxie kann in gewissen Korridoren proangio-
genetische und proliferative Auswirkungen haben. Abhéngig vom Stammzelltypus kann
das osteogene Potential auch negativ beeinflusst werden [51, 118]. Dabei scheinen ASCs
weniger sensibel unter hypoxischen Bedingungen im 3D-Modell zu reagieren als
BMSCs, was einen Vorteil beim Einsatz zur Rekonstruktion eines CSD darstellt [48]. Die
zentrale Hypoxie in Tissue Engineering Konstrukten hingegen kann, wenn sie iiber einen
langeren Zeitraum persistiert, einen limitierenden Faktor darstellen. Dies legt bei der zu-
kiinftigen Konstruktion im 7Tissue Engineering die Etablierung eines engmaschigen Sau-
erstoffmonitoring nahe [119]. Eine standardisierte Sauerstoffmessung scheint in verschie-
denen Bereichen des Gertistes vor (und im besten Fall ebenso nach) Implantation sinn-
voll, um regulatorisch bei lokalen oder tempordren hypoxischen Sauerstoffgehalten ein-
greifen zu konnen [84]. Dies ist bis dato jedoch nicht non-invasiv mdglich. Eine Sonden-
penetration in die Leitschiene hingegen kann wiederum ein Risiko fiir Materialbruch, Be-

schiadigung oder eine Infektion der Zellkolonie darstellen.

Eine weitere Option zur Optimierung der Effektivitit von 7issue Engineering Konstruk-
ten ist die Kombination aus verschiedenen Kultivierungs- bzw. Besiedlungskonzepten.
Dazu ist z.B. die Kokultur des extrahierten Stammzelltypus mit einer weiteren Zellentitit
denkbar, zur Umgehung einzelner zellspezifischer Nachteile [120-123]. Ferner wére un-
ter Berlicksichtigung des Stammzellpotentials und der mehrfach aufgezeigten parakrinen
Aktivitdt der ASCs eine selektive osteogene Differenzierung duflerer Gerlistanteile und
kontrollierte Etablierung eines GefaBnetzwerks im Geriistzentrum, zur Vermeidung zent-
raler apoptischer bzw. azelludrer Implantatanteile durch initiale Oxygenierungs- bzw.

Perfusionsdefizite, moglich [110, 124, 125].
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Bei der letztendlichen, klinischen Implementation sind neben den erlduterten methodi-
schen Komponenten die Stammzellcharakteristika, der Vorgang der Implantation und der
Einheilung von besonderer Relevanz. Nach der initial beschriebenen verhéltnisméBig
komplikationslosen Gewinnung der ASCs, im Vergleich zu den BMSCs aus Lipoaspira-
ten, scheint im weiteren Verlauf das individuelle Alter fiir einen guten, funktionellen Ein-
satz eine grof3e Rolle zu spielen. Alle Stammzellentitdten zeichnen sich durch ihre erhal-
tene Plastizitdt bzw. Pluripotenz aus. Jedoch unterliegen sie, wie alle andere Zellentititen
auch, dem natiirlichen Alterungsprozess mit den damit verbundenen, potentiellen Abbe-
rationen bei jedem Zellteilungszyklus [56, 116]. Im Tiermodell zeigten Duscher et al. die
reduzierte regenerative Kapazitit von ASCs, die aus dlteren Médusen isoliert wurden

[126].

Dariiber hinaus sind die Wechselwirkungen zwischen implantierten Stammzellkonstruk-
ten mit residuellen Tumorzellen noch nicht geklért. In einigen Studien wurde eine tumor-
promovierende Wirkung von Stammzellen im Mammakarzinom- und Osteosarkommo-
dell in der Maus gezeigt [54, 55, 127]. Diese Interaktion der verschiedenen Zellentitdten

gilt es in weiteren Studien noch genauer zu untersuchen.

4.5 Limitationen der durchgefiihrten Studie

Jeder experimentelle Studienaufbau zur Rekonstruktion ausgedehnter, knocherner De-
fekte stellt eine Approximation an die realen Gegebenheiten einer klinischen Situation
dar. Durch die Methodik der Ndherung konnen weder alle individuellen Konstellationen

abgedeckt noch eine exakte Umsetzung bzw. Nachbildung der Realitét gelingen. Im fol-
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genden Abschnitt sollen die methodischen Grenzen und die Limitationen der Datenerhe-
bung und der ermittelten Ergebnisse aufgezeigt und deren Auswirkungen diskutiert wer-

den.

4.5.1 Limitationen des Studiendesigns und der Methodik

Zum Zwecke der Knochenregeneration bei CSD wurde das Grofitiermodell gewahlt, das
durch die mogliche Defektdimensionierung mit der klinischen Situation beim Menschen
gut vergleichbar ist [96]. Hierbei handelte es sich um ein komplexes Tiermodell. Dabei
entstanden durch den apparativen und prozeduralen Aufwand der Narkose und Defekt-
darstellung ldngere Ischdmiezeiten der besiedelten Leitschienenkonstrukte als es im
Kleintiermodell der Fall ist. Eine Korrelation des Implantationserfolgs mit der operativen
Dauer oder intraoperativen Komplikationen wurde nicht durchgefiihrt. Durch das artifi-
zielle Setting eines primiren Endpunkts zur Evaluation der Einheilung nach 12 Wochen
lie sich weder die initiale Phase der kndchernen Konsolidierung beurteilen noch das
langfristige Outcome der inkorporierten Gertiste bildgebend oder immunhistologisch dar-

stellen.

Weiterhin gilt der in der immunhistologischen Analyse von Gefdlneubildungen zwar
etablierte, jedoch nicht allein dafiir spezifische Marker CD31 als methodisch limitierend.
So wird CD31 ebenso bei einer Entziindungsreaktion auf Monozyten und Plasmazellen
exprimiert [128].

Ferner wire eine Ergénzung der immunhistochemisch erhobenen Parameter CD31 und
OC um einen Apoptosemarker wie TUNEL sinnvoll, um den Anteil und die Verteilung

von toten Zellen innerhalb des Gertistes zu ermitteln. Dies konnte weitere Riickschliisse
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auf die Effizienz des Besiedelungsverfahrens und Perfusionskonzepts auf immunhistolo-

gischer Ebene erlauben.

4.5.2 Limitationen der Datenerhebung und der Ergebnisse

Bei der Erhebung der Daten der Bildgebung und der Immunhistochemie wurden allein
die Verdnderungen der absoluten Knochenneubildung und Gefdfneubildung bestimmt,
unabhéngig von den zugrundeliegenden (patho-)physiologischen Prozessen. In diesem
Sinne trugen sowohl Osseoinduktion als auch Osteokonduktion zur Knochenneubildung
insgesamt bei. Ahnliches gilt fiir die OC-Bestimmung in der Immunhistochemie. Es ist
fraglich, ob eine dogmatische Trennung dieser beiden Prozesse fiir die Knochenneubil-
dung in vivo und prospektiv fiir den klinischen Einsatz sinnvoll ist. Zu bedenken ist je-
doch, dass formal allein die Osteoneogenese innerhalb des Implantats auf das osteogene
(bzw. ferner das neoangiogenetische) Potential der inserierten (stammzellbesiedelten),
polymerinfiltrierten Tricalciumphosphatgeriiste zuriickzufiihren ist. Die beschriebene

Osteokonduktion ist wohl eher als reaktiv zu werten [19, 129].

Auf Tricalciumphosphat basierende Gertiste allein haben eine intrinische osteoinduktive
Aktivitdt im Tiermodell gezeigt [130]. In dem verwendeten Messverfahren in der uCT
wurden wie schon erwahnt Osteokonduktion und Osteoinduktion, welche sowohl in der
Kontroll- als auch in der Therapiegruppe auftraten, unter dem Begriff der absoluten Kno-
chenneubildung subsummiert. Dadurch war es nicht moglich die Abhéngigkeiten dieser
Prozesse voneinander und deren Verhiltnis zur hier rein additiv ermittelten Stammzell-
Gertist-Aktivitit zu bestimmen. Phasenspezifische Limitationen und die Rolle der ASCs

im longitudinalen Verlauf konnten nicht ermittelt werden.
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Ferner muss von einem anfinglichen Primat der Initiierung und Etablierung eines Ge-
faBnetzwerks ausgegangen werden, das die Basis fiir die folgende sukzessive Minerali-

sierung und Organisation der Knochenmatrix darstellt.

4.6  Perspektiven des Tissue Engineerings

In weiteren Studien gilt es Methoden zu entwickeln, um die de novo Osteogenese von der
Osteokonduktion in den Randbereichen der Defekte zu unterscheiden [19]. Dariiber hin-
aus ist es von weitreichender Bedeutung individuelle Besiedelungs-, Vaskularisierungs-
und Oxygenierungskonzepte fiir die jeweilige Zell-Gerlist-Kombination zu entwerfen, die
eine optimale, gleichméBige Zellverteilung auf und innerhalb des Geriistes und deren adi-
quate Perfusion und Oxygenierung gewihrleisten [99, 131, 132]. Eine modifizierte in
vitro Adaptation des klinischen Vorstofles von Warnke et al. wére denkbar, dessen Ar-
beitsgruppe durch die Implantation eines aus autologen, spongidsen und kortikalen Kno-
chenblocken und BMP bestehenden Transplantats unter den M. latissimus dorsi zur Ge-
wiahrleistung einer suffizienten Perfusion und Oxygenierung unternahm [27, 28]. Unter
Einsatz eines den in vivo Bedingungen sukzessive angepassten bioreaktorgleichen Sys-
tems, das sowohl himodynamische Druck- und Sauerstoffgradienten als auch Perfusions-
geschwindigkeiten erzeugt, wire bereits eine schrittweise Adaptierung des Transplantats
und der frithen Zellschichten an das spétere Transplantatbett moglich [133]. Von einer
initialen Ubertragung der genannten Parameter vom Menschen auf die Situation in der
Zellkultur ist hingegen abzusehen, da diese der Adhésion der Stammzellen abtréglich wé-

ren [99].
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Wie bereits unter 4.5.2 angedeutet, gilt es in Zukunft im zeitlichen Verlauf proangioge-
netische und proosteogene Faktoren zu identifizieren und deren phasenspezifische Wech-
selwirkungen und additiven Effekte qualitativ und quantitativ darzustellen. Das Modell
der Kokultur verschiedener ASC-Zelllinien, wie z.B. Endothelzellen und Osteoblasten,
oder der zeitversetzten Besiedlung in vitro vor Implantation stellen Konzepte dar, die auf
den bisher gewonnenen Erkenntnissen basieren [120, 122, 134]. In diesem Zusammen-
hang ist der Stellenwert der regionalen Sauerstoffkonzentration als einer der zentralen
Parameter im Prozess des Tissue Engineering zu nennen. So spielen vor allem hypoxische
Kulturbedingungen sowohl fiir das Beibehalten der Stammzellaktivitét als auch fiir deren
Expansions- und Differenzierungskapazitit eine entscheidende Rolle [46, 48, 135]. Ne-
ben der bereits erlduterten Induktion der Angiogenese iiber HIF1 und VEGF konnen hy-

poxische Bedingungen auch die ASC-Proliferation erhohen [136, 137].

Ein Schliissel zur erfolgreichen Transplantatkonstruktion und konsekutiven Einheilung
im Transplantatbett scheint nach Interpretation der hier gewonnenen Ergebnisse und ent-
sprechend der aktuellen Datenlage ein gesteuerter, sequenzieller Wechsel zwischen Pha-
sen der Proliferation bzw. Expansion und anabolen Abschnitten der Osteogenese mit in-
termittierenden Abschnitten der Etablierung bzw. Stiarkung des Gefdfinetzwerkes unter

Beriicksichtigung des lokalen Sauerstoffgehalts zu sein [23, 84, 119].

Dariiber hinaus scheint der pH-Wert in vivo wéhrend des Regenerationsprozesses nach
Implantation des stammzellbesiedelten Leitschienenkonstruktes ebenso eine Rolle zu
spielen. So wurden bereits von Fliefel et al. die negativen Auswirkungen eines sauren

Milieus auf die Proliferation und Mineralisierung von hMSCs in vitro beschrieben [138].

Molekularbiologische und pathophysiologische Parallelen des beschriebenen Konzepts

sind dabei in der Karzinogenese zu beobachten. Der Prozess der Tumorentstehung zeigt
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Ahnlichkeiten hinsichtlich des strukturellen Ablaufs seiner Pathophysiologie zur Implan-
tation groBerer Autografts bei CSD. Hier zeigen vor allem fortgeschrittene Wachstums-
phasen aufgrund der starken Expansion in Abhdngigkeit der jeweiligen Tumoraggressi-
vitdt Problematiken auf, die es bei der Regeneration von nicht heilenden CSD schon ini-
tial zu 16sen gilt. Das Tumorwachstum wirkt sich bei einer gewissen Grofle auf die Sta-
bilitit des Gefdanetzwerkes aus, was konsekutiv zu insuffizienten Perfusion und Oxyge-
nierung zentraler Tumorabschnitte fiihrt und letztendlich die Apoptose und bzw. sekun-

déren Nekrose im Tumorzentrum zur Folge hat [110, 139].

In diesem Sinne ist es wahrscheinlich nicht allein die proangioigenetische Aktivitit der
Stammzellentitdt oder die Verwendung vasoaktiver Geriistmaterialen, sondern vielmehr
die stadienspezifische Balance aus Zellproliferation, Knochenneubildung und intermittie-
render Etablierung bzw. Stiarkung vorhandener vaskulérer Strukturen, die zu einer erfolg-
reichen Regeneration von CSD in einem préklinischen und prospektiv klinischen Setting
filhren. Dazu ist es notwendig in weiteren tierexperimentellen Studien die Aktivierung
der proangiogenetischen und proosteogenen Genabschnitte und die Konzentration der
von ihnen exprimierten Proteine im zeitlichen Regenerationsverlauf und in Abhiangigkeit
der Lokalisation ihrer Akkumulation in der Leitschiene zu bestimmen. Dies ermdglicht
die mediatorselektive, phasenspezifische Applikation von Proteinen, die die Einheilung

und Regeneration unterstiitzen.

Letztendlich gilt es bei einem zukiinftigen klinischen Einsatz des Tissue Engineering, um
bei dem Vergleich zu bleiben, die Situation im Transplantatbett griindlich hinsichtlich
neoplastischer Grunderkrankungen zu priifen. Priaklinischen Studien zeigen, dass die Da-
tenlage hinsichtlich der Tumoraktivitit von Stammzellen noch nicht abschlieBend geklart
ist [127, 140].
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Dariiber hinaus gilt es abschlie8end in pragmatischen Ansitzen die Problematik der ope-
rativen Eingliederung der strukturell pordsen und bruchgefahrdeten Leitschienenkon-
strukte zu 16sen. Um die Verbundstérke des Osteosynthesesystems mit dem TCP-PLGA-
Transplantat zu erhéhen und einen zweiten Eingriff zur Metallentfernung zu vermeiden
wiren resorbierbare, polymerbasierte Kunststoffe wie Poly-D,L-Laktid (PDLLA) oder

PLGA (z.B. SonicWeld/Resorb-X, KLS Martin, Tuttlingen, Germany) denkbar [141].
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5  Zusammenfassung

Die Rekonstruktion kndcherner Strukturen bei groBdimensionierten, die regenerative Ka-
pazitit des Organismus iiberschreitenden Defekten (sog. ,,Critical-Size-Defekte®, CSD)
stellt sowohl in der priklinischen Forschung als auch im klinischen Alltag eine grof3e
Herausforderung dar. Das Tissue Engineering bietet theoretisch das Potential, Gewebeer-
satz in unbegrenzter Menge sowie in beliebiger GroBe und Form in vitro zu erzeugen.
Vor diesem Hintergrund stellen adipogene Stammzellen (ASCs) eine geeignete Quelle
und therapeutische Alternative durch ihre komplikationsarme Gewinnung und ihre bereits
mehrfach untersuchte Pluripotenz, namentlich ihre Fahigkeit zur osteogenen Differenzie-

rung dar.

In dieser Studie wird die Regeneration von ausgedehnten knochernen Defekten im ortho-
topen Grofitiermodell durch ASC besiedelte und mit Poly (D,L-lactid-co-glycolid) infil-
trierte Tricalciumphosphat-Leitschienen (TCP-PLGA-Leitschienen) untersucht. Initial
wurden dazu Defekte im Unterkiefer der Tiere generiert (7,15 cm® + 1,15 cm?). Basierend
auf CT-Datensédtzen wurden individualisierte Leitschienen hergestellt. Die stammzellbe-
siedelten Leitschienen zeigten nach 12 Wochen eine signifikant gesteigerte Knochenneu-
bildung sowohl in der bildgebenden Analyse durch die uCT (Therapie: BV/TV, 34,8 %
gegeniiber Kontrolle: 22.4 %; p < 0.05) als auch bei der immunhistochemischen Auswer-
tung (Therapie: 27,98 % =+ 2,81 % gegeniiber Kontrolle: 17,10 % + 3.57 %; p < 0.001)
und dariiber hinaus eine ebenso signifikant gesteigerte Neoangiogenese (Therapie: 42,43
+ 5,35 Zellen gegentiiber Kontrolle: 25,17 + 7,96 Zellen; p = 0,02) nach Implantation im

Defektbereich.
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5 Zusammenfassung

Diese Ergebnisse unterstreichen das regenerative Potential der ASCs im GrofBtierdefekt-
modell. Vor einer mdglichen klinischen Implementation gilt es jedoch in weiteren ortho-
topen GroBtiermodellen das komplexe Wechselspiel der proliferativen Mediatoren im
zeitlichen Verlauf iiber die gesamte Regeneration und unter dem Einfluss sowohl ver-
schiedener Sauerstoff- und Elektrolytkonzentrationen als auch verschiedener pH-Werte

genauer zu untersuchen.
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