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Einleitung

Die Behandlung groBer Knochendefekte stellt nach wie vor eine der groBen Heraus-
forderungen der Orthopadie dar. Vor allem im Zusammenhang mit Traumata, konge-
nitalen oder degenerativen Erkrankungen, oder bei der Entfernung von Tumoren kén-
nen so groBe Defekte entstehen, dass auch bei Anwendung optimaler Therapie-
strategien unter Umsténden keine Heilung mehr stattfinden kann. Um die Stabilitat und
Form des betroffenen Skelettabschnittes wiederherstellen zu kénnen, ergibt sich bei
rund 15% aller Operationen am Skelettsystem die Notwendigkeit zum Einsatz von
Knochenersatzstoffen. In Deutschland werden jahrlich ca. 50.000 (Diehl 2008) Kno-

chendefekte chirurgisch mit Knochenersatzstoffen versorgt.

Als ,Therapiestandard gilt heute die Aufflllung des Knochendefekts mit autologer
Spongiosa.

Dieses Verfahren weist jedoch Nachteile auf, die vor allem mit dem bei dieser Me-
thode notwendigen Zweiteingriff verbunden sind. Alternativ werden aktuell allogene
oder xenogene Knochentransplantate eingesetzt. Aber auch diese Verfahren gelten
aufgrund méglicher Immunreaktionen oder Infektionsiibertragungen als problematisch.
Die Zahl der Knochentransplantationen in den USA pro Jahr liegt bei ca. 450.000
(Service 2000); in Deutschland betragt sie etwa 71.000 (Jager et al. 2005).

Die bestehenden Probleme der verwendeten Verfahren haben dazu geflhrt, dass
nach Alternativen zur Knochendefektbehandlung gesucht wird.

Ein viel versprechender Ansatz stellt das ,Tissue Engineering®, also die Ziichtung von
Geweben dar. Bei diesem Forschungsfeld werden drei Komponenten, namlich Tra-
germaterialien, Wachstumsfaktoren und eine Zellquelle kombiniert und so versucht,
die fir einen Knochenersatzstoff wichtigen osteokonduktiven, osteoinduktiven und os-
teogenen Eigenschaften zu vereinen.

Welches die geeigneten Komponenten darstellen, ist Gegenstand aktueller For-
schung.

In der Vergangenheit wurden sowohl resorbierbare, als auch nicht resorbierbare Mate-
rialien als osteokonduktive Tragermaterialien eingesetzt. Resorbierbare Tragerstoffe
stellten dabei aufgrund der besseren biomechanischen Eigenschaften die geeignete-
ren Materialien dar, da sie sich dem stetigen Umbau des Knochens besser anpassen
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konnten. Als resorbierbares Material wurde in dieser Arbeit mineralisiertes Kollagen
verwendet. Es besteht aus einer Kombination von Kollagen Typ1 und Hydroxyapatit,
also den Hauptkomponenten der extrazellularen Knochenmatrix und stellt somit eine
gute Imitation der osteokonduktiven Eigenschaften des autologen Knochens dar.

Als osteogene Komponente kommen prinzipiell verschiedene Zellquellen in Frage. Die
Verwendung embryonaler Stammzellen kam aufgrund ethischer Bedenken und erheb-
licher rechtlicher Einschrankungen fir die vorliegende Arbeit nicht in Frage. Ethisch
unbedenklich ist jedoch der Einsatz adulter pluripotenter Stammzellen. Diese sind aus
verschiedenen Geweben relativ einfach zu isolieren und lassen sich innerhalb kurzer
Zeit ohne Entartungsrisiko auf ausreichende Zellzahlen expandieren. Fettgewebe stellt
dabei eine attraktive Quelle flr die Gewinnung dieser adulten Stammzellen dar, da die
Entnahme des Fettgewebes im Vergleich zur Gewinnung von Knochenmark viele Vor-
teile bietet: Der Entnahmeeingriff ist unkompliziert, weniger invasiv, weitgehend
schmerzfrei und kann unter lokaler Betdubung durchgefiihrt werden.

Als osteoinduktive Komponente stellt Plattchenreiches Plasma (PRP) als kdrpereigene
Quelle von Wachstumsfaktoren eine attraktive Alternative zu teuren, kinstlich herge-
stellten Wachstumsfaktoren dar. Dieses Wachstumsfaktorengemisch enthalt eine Rei-
he von Wachstumsfaktoren der friihen Frakturheilung und wurde deshalb in letzter Zeit
auch zunehmend fur den Einsatz in der Orthopadie interessant (Kitoh et al. 2007;
Gandhi et al. 2006;Sarkar et al. 2006;Rai et al. 2007). Ob der Zusatz von PRP zu
Stammzellen und einem Tragermaterial in vivo jedoch tatsachlich einen positiven Ef-
fekt auf die Knochenbildung ausuibt ist noch unklar. Auch in vitro wird die Fahigkeit von
PRP zur Stimulation der Osteogenese noch kontrovers diskutiert (Kanno et al.
2005;Goto et al. 2006;Arpornmaeklong et al. 2004;Gruber et al. 2004;Gruber et al.
2006). Weitgehende Einigkeit besteht allerdings Uber die positiven proliferativen und
mitogenen Effekte von PRP auf Stammzellen zumindest in der Zellkultur (Weibrich et
al. 2002;Gruber et al. 2002;0prea et al. 2003;Kanno et al. 2005;Kawase et al.
2005;Graziani et al. 2006)
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Konkrete Ziele der vorliegenden Arbeit

Vor der klinischen Anwendung eines Tissue Engineering Konstruktes in der Kilinik,
muss das Konzept unter orthotopen Bedingungen, also in vivo am lasttragenden De-
fekt im Tiermodell Gberprift werden. Dazu wird in dieser Arbeit ein Defektmodel kriti-
scher GréBe an der Schafstibia verwendet.

Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist also die Evaluation der Kombination von minera-
lisiertem Kollagen und Stammzellen aus ovinen Fettgewebe mit oder ohne PRP be-
zlglich ihres Einflusses auf die Knochenheilung am Knochendefekt der Schafstibia.

Von besonderem Interesse, war dabei die Beantwortung folgender Fragestellungen:

e |Ist die Verwendung von Fettstammzellen in vivo gleichwertig zum Einsatz von

Knochenmarksstammzellen?

e Kann durch den Zusatz von PRP die Heilung von langstreckigen und gewichtstra-

genden Knochendefekten verbessert werden?

Vor Beantwortung dieser Fragen musste die Isolation von Stammzellen aus ovinen
Fettgewebe etabliert werden, und der Stammzellcharakter der so gewonnen Zellen in
vitro nachgewiesen werden. Dartber hinaus wurde der Einfluss von PRP auf diese

Zellen in vitro untersucht.

In den nachfolgenden Abschnitten soll nun zun&chst auf die Biologie des Knochens
und die physiologischen Vorgange bei der Knochenregeneration und -heilung einge-
gangen werden. AuBerdem soll der klinische Hintergrund dargestellt und das Tissue
Engineering im Allgemeinen, sowie die drei Komponenten Tragermaterialien, Stamm-

zellen und Plattchenreiches Plasma im Detail vorgestellt werden.
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1 Schrifttum

1.1 Knochen

Knochen gehdrt zu den hartesten Geweben, die der Kérper hervorzubringen ver-
mag: Er ist fest gegen Zug, Druck, Drehung und Biegung. Er bietet dem Skelett
die mechanische Stabilitat, die fir den Bewegungsablauf, das Tragen des Ge-
wichtes und den Schutz der inneren Organe notwendig ist.

1.1.1 Struktureller Aufbau

Nach ihrem Aufbau werden lange, platte und kurze Knochen unterschieden. Lange
Knochen, wie auch die Tibia werden als R6hrenknochen bezeichnet und lassen sich in
einen schlanken Knochenschaft (Diaphyse) und zwei Knochenenden (Epiphysen) un-
terteilen (Remedios 1999). Die Epiphysen bilden die Gelenkflachen und sind Gber-
knorpelt. Zwischen Diaphyse und Epiphyse liegen die Metaphysen, die als Epiphysen-
fugenplatten wahrend der Knochenentwicklung das Wachstumsreservoir fir das
Langenwachstum der Knochen darstellen.

Dia-, Meta- und Epiphyse unterscheiden sich zum einen durch Lange und Durch-
messer, aber auch hinsichtlich ihrer Knochenstruktur. Im Bereich der Diaphyse Uber-
wiegt eine kompakte Knochensubstanz (Substantia compacta), die Epiphysen hinge-
gen sind von einer vergleichsweise diinnen Kortikalis (Substantia compacta) umgeben
und bestehen vor allem aus einem schwammartigen Balkchenwerk (Substantia spon-
giosa). In der Metaphyse kommt es zu einem sukzessiven Ubergang zwischen den
beiden Knochensubstanzen. Die beschriebene Verteilung von kompaktem und spon-
gidsem Knochen ist auf biomechanische Ursachen zurlckzufihren: Der spongiése
Knochen ist weniger steif und kann aufgrund seiner schwammartigen Struktur mehr
Energie aufnehmen, bevor es zu einem Knochenbruch kommt (Trostle und Markel
1996). Durch die kompakte Struktur des Diaphysenbereichs erhélt der lange Réhren-
knochen die bendtigte Steifigkeit (Radasch 1999).

Das Periost (Beinhaut) ist ein spezialisiertes Bindegewebe, das als fibrovaskuare

Membran die AuBenseite eines Knochens umhdllt. Die Innenseite wird von der diinne-
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ren Knochenhaut (Endost) ausgekleidet. Das Periost besteht aus zwei Schichten: eine
auBere Faserschicht (Stratum fibrosum) und einer inneren, nerven-, gefaB-, und zell-
reichen Schicht (Stratum osteogenicum, Cambium). Diese Cambiumschicht weist Os-
teoprogenitorzellen mesenchymalen Ursprungs auf und spielt wahrend der Wachs-
tumsphase des Organismus eine wichtige Rolle bei der Ossifikation. Die Dicke der
Zellschicht und damit das Knochenregenerationspotential nehmen mit dem Alter ab
(Owen 1970). Bei einer, durch Trauma oder Infektion verursachten mechanischen
Stimulation kann das Regenerationspotential des Knochens wieder erhéht werden
(Simon et al. 2003). Demzufolge ist die Cambiumschicht in der Lage, die Bildung von
knéchernem Kallusgewebe zu induzieren (Simon et al. 2003) und spielt eine wichtige
Rolle in der Frakturheilung (Remedios 1999;Saris et al. 1999).

1.1.2 Zusammensetzung von Knochen

1.1.2.1 Chemische Zusammensetzung

Knochengewebe besteht zu ca. 35 Prozent aus organischer und zu ca. 65 Prozent aus
anorganischer Matrix (Schmidmaier und Wildemann 2006). Unter die organische Mat-
rix fallt mit 95 Prozent hauptséchlich Kollagen, das wiederum zu 90 Prozent durch Kol-
lagen Typ | vertreten ist (Wang et al. 2002). AuBerdem zahlt zur organischen Matrix
die ungeformte Grundsubstanz, die aus Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen
besteht. Die anorganische Matrix besteht vor allem aus Calcium und Phosphat in
Form von in Hydroxylapatit gebundenen Kristallen, enthalt aber auch Karbonate, Nat-
rium, Magnesium und Eisen (Remedios 1999;Webb und Tricker 2007).

1.1.2.2 Zellulare Bestandteile

Osteoblasten

Histologisch betrachtet sind Osteoblasten polygonale, basophile Zellen mit einem gut
entwickelten Golgi-Apparat bzw. endoplasmatischen Retikulum. Sie stammen von
stark teilungsfahigen Osteoprogenitorzellen ab, die aus pluripotenten mesenchymalen
Stammzellen hervorgehen (Owen 1970;Ng et al. 1997;Remedios 1999;Webb und Tri-
cker 2007). Da sie nicht teilungsféahig sind, muss ihr Bestand immer wieder aus diesen
Progenitorzellen aufgefillt werden. Die Osteoprogenitorzellen finden sich vor allem an
der Knochenoberflache, im Periost und Endost (Owen 1970).

5
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Die Osteoblasten synthetisieren die nicht-mineralisierte, organische Knochenmatrix
(Osteoid), bestehend aus Kollagenfibrillen und einer Vielzahl von Matrixproteinen, wie
Osteocalcin, Osteopontin, Osteonectin und der alkalische Phosphatase (ALP) (Owen
1970;Frost 1989;Hock et al. 2001). Die membranstandige alkalische Phosphatase
(ALP) ist ein typischer Marker fir die Aktivitat von Osteoblasten und ihre Aktivitat spie-
gelt die unterschiedlichen Stufen des Differenzierungsgrades wieder (Wlodarski 1990).
AuBerdem besitzen Osteoblasten auch Rezeptoren fir das Parathormon, Glykokorti-
koide, Vitamin D, Sexualhormone, sowie flir Cytokine, die das Wachstum und die Dif-
ferenzierung von Osteoblasten beeinflussen kénnen (Pfeilschifter et al. 1993).

Die synthetisierte organische Matrix bildet das Grundgerlst fir die Anlagerung von
anorganischen Kristallen und fuhrt zur Entstehung von Kristallationszentren an den
Kollagenfibrillen (Remedios 1999). Mit Fortschreiten der Mineralisation mauern sich
die Osteoblasten zunehmend ein, wodurch sie sich in ihrer Form verandern und zu

abgeplatteten, langlichen Osteozyten werden (Shapiro 1988).

Osteozyten
Etwa 10 Prozent der Osteoblasten mauern sich wie oben beschrieben ein und werden

zu so genannten ,entombing osteoblasts®, also Osteozyten. Sie stellen den am hau-
figsten vorkommenden Zelltyp im Knochen dar (Jilka 2003). Diese Zellen weisen auf-
grund der geringeren metabolischen Aktivitat deutlich weniger Zytoplasma auf als Os-
teoblasten und besitzen auch weniger Zellorganellen. Sie spielen trotz ihrer
verminderten Aktivitat eine wichtige Rolle bei der stadndigen Erneuerung der organi-
schen Matrix (Banks 1993). Sie besitzen, neben der Fahigkeit Knochensubstanz zu
produzieren, auch in begrenztem Umfang das Potential zur Knochenresorption. Diese
Knochenresorption der umliegenden Matrix wird durch das Parathormon und Vitamin
D reguliert.

Die einzeln in Lakunen liegenden Zellen stehen Uber Zytoplasmafortsatze miteinander,
aber auch mit Osteoblasten und dem GefaBsystem in direktem Kontakt und Stoffaus-
tausch (Shapiro 1988;Noble und Reeve 2000). Durch die zytoplasmatischen Fort-
satze, die in den so genannten Canaliculi ossei verlaufen, erscheinen die Osteozyten
als sternférmige Zellen (Nijweide und Mulder 1986). Das Netzwerk aus den vielen Os-
teozyten, die mit ihren asymmetrisch verzweigten Zellfortsadtzen auch mit den an der
Knochenoberflache befindlichen Osteoblasten und bone lining cells in Kontakt stehen,
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ist das so genannte ,Osteozyten — Bone Lining Cells System®. Dieses System stellt ein
funktionelles Synzytium fir den lonenaustausch dar (Rubinacci et al. 2002).

Bone Lining Cells

Diese flachgestreckten Zellen liegen vor allem an der Skelettoberflache und sind Gber
gap junctions mit benachbarten Osteozyten und Osteoblasten verbunden. Bone Lining
Cells kleiden 75-80% der endostalen Oberflachen aus (Miller und Jee 1987). Sie wer-
den als eine Erscheinungsform von Osteoblasten angesehen, die nach dem Knochen-
aufbau an der Oberflache persisitieren. Sie liegen also an ruhenden, d.h. metabolisch
inaktiven Oberflachen (Parfitt 1994). Sie sind dabei nicht direkt am Beginn der minera-
lisierten Knochenmatrix lokalisiert, sondern auf einem Band nicht mineralisierter Fila-
mente und Kollagenfasern, das dem Osteoid, also der noch nicht mineralisierten Kno-
chenmatrix, gleichzusetzen ist (Bowman und Miller 1986).

Durch die Trennung intraossearer Flissigkeiten von der Flissigkeit im Knochenmarks-
interstitium kommt den Zellen eine wichtige Barrierefunktion zu (Canas et al. 1969).
Dabei erflillen sie Aufgaben der Mineralhomdbostase. Neben dieser Barrierefunktion,
sind ihnen wichtige Funktionen bei der Regulation des Knochenumbaus zugeschrie-
ben (Miller und Jee 1987).

Osteoklasten

Osteoklasten sind 10-100 um groBe (Bucher und Wartenberg 1997) mehrkernige be-
wegliche Zellen. Die Anzahl der Zellkerne schwankt und héngt von der Anzahl der fu-
sionierten Progenitorzellen ab (Bucher und Wartenberg 1997). Sie besitzen auBerdem
einen ausgepragten Golgi-Apparat und sind reich an Mitochondrien, Vakuolen, Endo-
somen und lysosomalen Enzymen, wohingegen ihr endoplasmatisches Retikulum
eher schwach ausgepragt ist. Aktive Osteoklasten haben direkten Kontakt mit der
Knochenoberflache und weisen unterschiedliche Membranzonen auf. Im Bereich der
Knochenresorption im Zentrum der Zelle liegt eine vesikelreiche Zone der Plasma-
membran, in der die Zellmembran in Form eines Blrstensaums stark gefaltelt ist. Die-
se Zone wird auch ,ruffled border genannt. In der so genannten ,clear zone*® findet die
Anheftung an die Knochenoberflache statt. Dieser, auch Siegelzone genannte, Be-
reich ist reich an Mikrofilamenten und arm an Zellorganellen. Die Osteoklasten liegen
in Nestern (Amling und Delling 1996) in Ausbuchtungen der Knochenbélkchen, den so
genannten Howshipschen Lakunen oder Resorptionslakunen nahe der Knochenober-
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flache. Sie stellen eine kleine Population dar und bedecken etwa ein Prozent der Kno-
chenoberflache (Amling und Delling 1996). Die Osteoklasten stammen von den hdma-
topoetischen Stammzellen des Knochenmarks ab. |hre Vorlauferzellen stammen ver-
mutlich von mononukledren, pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks ab und
zirkulieren als Progenitorzellen im Blut (Ng et al. 1997;Remedios 1999) lhre Lebens-
dauer betragt wenige Tage. Die Differenzierung und Funktion der Osteoklasten wird
durch Faktoren reguliert, die von Osteoblasten freigesetzt werden (Ng et al. 1997). Sie
sind fir den geordneten Abbau von Knochen zustandig, der flr die Skelettentwicklung,
fir die biomechanische Anpassung und die standige Erneuerung des Skelettsystems
von groBer Bedeutung ist. Sie I16sen die mineralische Knochenmatrix auf, indem tber
Protonenpumpen im extrazellularen Kompartiment ein saures Milieu (pH=3) entsteht.
Dadurch werden zum einen Hydroxylapatitkristalle aus der Knochenmatrix herausge-
|6st und zum anderen lysosomale Enzyme aktiviert (Amling und Delling 1996). Solche
Enzyme, wie z. B. die Carboanhydrase Il und die saure Phosphatase sorgen dann fir
den Abbau der organischen Matrix.

1.1.2.3 Arten von Knochengewebe

Geflechtknochen
Dieser, auch Bindegewebs- oder Faserknochen genannte, Knochen ist die phylogene-

tische- und ontogenetische altere Knochenform. Geflechtknochen entsteht wahrend
jeder Knochenneubildung (Ng et al. 1997), also sowohl in der Skelettentwicklung, als
auch bei der schnellen Rekonstruktion von Knochen z.B.: nach Knochenbriichen
(Noble und Reeve 2000). Er wird aber im weiteren Verlauf der Skelettentwicklung, re-
spektive der Knochenheilung, durch den stabileren Lamellenknochen ersetzt (Liebich
1993). Ausnahmen bilden die platten Schadelknochen, sowie die Alveolen der Zahne
und Knochen, an denen gréBere Sehnen und Bander einstrahlen (Bucher und War-
tenberg 1997).

Diese Knochenform wird durch desmale (direkte) Ossifikation gebildet. Dabei kommt
es zu einer starken Vermehrung und Zusammenlagerungen von Mesenchymzellen,
die zu osteogenetischen Stammzellen und Osteoblasten differenzieren (Shapiro
1988). Die Osteoblasten synthetisieren wie beschrieben das Osteoid und wandeln sich
zum Teil durch das Einmauern mit Osteoid in Osteozyten um. Durch die folgende Mi-

neralisierung entstehen die Knochenbalkchen des Geflechtknochens. Dabei liegen die
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Osteozyten ohne erkennbare Ordnung in der Knochenmatrix, die von unregelmaBig
angeordneten Kollagenfibrillen durchzogen ist. Diese Knochenform ist zellreicher und
durch den geringeren Mineralgehalt flexibler als der Lamellenknochen, aber infolge-
dessen auch instabiler gegeniber einwirkenden Kréaften als dieser (Noble und Reeve
2000;Webb und Tricker 2007).

Lamellenknochen

Diese Knochenform entsteht durch chondrale (indirekte) Ossifikation. Dabei entsteht
zuerst Knorpel, der dann abgebaut und durch Knochen ersetzt wird (Ng et al. 1997).
Die dabei ablaufenden morphologischen und histochemischen Vorgange sind Uberaus
komplex (Bucher und Wartenberg 1997;Liebich 1993) und beginnen im Knocheninne-
ren der Diaphyse mit der VergréBerung der Knorpelzellen (Einhorn 1998). Dabei er-
héht sich ihr Gehalt an Glykogen, alkalischer Phosphatase und Phosphorylase. Die
Interzellularsubstanz tritt im Verhaltnis zu den hypertrophen Chondrozyten in den Hin-
tergrund. Die Einlagerung von Kalksalzen in die Interzellularsubstanz fahrt allmahlich
zu einer mangelnde Nahrstoffversorgung der Chondrozyten, da diese normalerweise
uber Diffusion erfolgt. Dadurch gehen die Knorpelzellen schlieBlich zugrunde. Das
verkalkte Knorpelgewebe wird von Chondroklasten aufgelést und durch mesenchyma-
les, gefaBreiches Gewebe ersetzt, welches Osteoblasten und Osteoklasten liefert. Der
Abbau des mineralisierten Gewebes erfolgt jedoch nicht regelmaBig; so werden z. B.
unverkalkte Quersprosse der Interzellularsubstanz schneller und grindlicher abge-
baut. Die dadurch zurlckbleibenden Reste von verkalktem Gewebe bilden die Leit-
struktur, an deren Oberflache sich die Osteoblasten aufreihen, um Osteoid zu synthe-
tisieren und abzulagern.

Die beschriebene Ossifikationsform lauft sowohl bei der pra- und postnatalen Erset-
zung des Primordialskeletts als auch bei der Frakturheilung ab (Webb und Tricker
2007). Die Verknécherung des Skeletts beginnt beim Schaf in der flinften Entwick-
lungswoche bei einer Scheitel-SteiB-Lange von 39 mm (Rajtova 1973). Zuerst ossifi-
zieren die Diaphysen der langen Réhrenknochen, indem durch desmale Ossifikation
ein diaphysarer Knochenmantel entsteht (Rajtova 1973). Die darauf folgende Um-
wandlung des Skeletts in Lamellenknochen lauft beim Schaf (Nestfllichter) wesentlich
schneller ab als beim Mensch und ist je nach Schafrasse mit zwei bis drei Jahren ab-

geschlossen.
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Vom Aufbau her ist der Lamellenknochen charakterisiert durch seine lamellare Schich-
tung (Lamellensystem) (Ng et al. 1997;Webb und Tricker 2007) und die immer wieder-
kehrende Baueinheit, das Osteon bzw. Harversche System. Die Osteone verlaufen
parallel zur Langsachse der Réhrenknochen. Schafe verfigen im Gegensatz zum
Menschen Uber eine primare Osteonstruktur, was bedeutet dass ihre Osteone einen
Durchmesser von weniger als 100 pm aufweisen und mindestens zwei zentrale Blut-
gefaBe enthalten. Die Sekundarosteonstruktur des Menschen zeichnet sich durch
gréBere Osteone mit einem Durchmesser von Uber 100 um aus, die zentral mehrere
BlutgeféBe enthalten und die durch eine so genannte Zementlinie von den benachbar-
ten Lamellen abgetrennt sind. Bei beiden Strukturen liegen die im inneren liegenden
GefaBe im so genannten Zentralkanal (Haversschen Kanal), der direkt oder indirekt
mit der Markhéhle in Verbindung steht und deshalb mit Endost ausgekleidet ist. Uber
Querverbindungen, die von dem Zentralkanal abgehen, stehen die Harverschen Kané-
le untereinander und mit dem GefaBsystem in Verbindung. Diese, die Osteone durch-
brechenden Querverbindungen werden auch Volkmannsche Kanale genannt. Um den
Zentralkanal herum sind Lamellen aus verkalktem Osteoid in mehreren Schichten an-
gereiht. Diese Lamellenstruktur entsteht durch die Art der Knochenanlagerung, wobei
sich die Osteoblasten um den Zentralkanal sammeln und Osteoid synthetisieren.
Durch die darauf folgende Mineralisierung des Osteoids werden sie zu Osteozyten.
Die nachste Generation Osteoblasten bildet die nachste innen anliegende Spezialla-
melle (Haversche Lamelle). Die zwischen diesen Lamellen liegenden Osteozyten sind
stark spindelférmig abgeflacht und stehen wie beschrieben (siehe Osteozyten) Uber
ihre zytoplasmatischen Fortsatze untereinander und mit den GeféaBen des Zentralka-
nals in Verbindung. Die Canaliculi ossei, in denen die zytoplasmatischen Fortsatze
verlaufen, sind beim Lamellenknochen regelmaBiger und zahlreicher ausgebildet als
beim Geflechtknochen. Benachbarte Osteone sind durch eine unverkalkte Zementlinie
aus Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen verbunden, welche eine Schwachstelle
im Lamellenknochen darstellt (Trostle und Markel 1996). Zwischen den Osteonen lie-
gen sogenannte Schaltlamellen, die entstehen, wenn Osteone im Rahmen von Um-
bauvorgangen abgebaut werden und Reste von konzentrischen Lamellen Gbrig blei-
ben.
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Abb. 1: Aufbau des Lamellenknochens (www.wikibooks.org/wiki/Histologie)

Peri- und enchondral gibt es beim Réhrenknochen noch eine Besonderheit: die Gene-
rallamellen. Dabei unterscheidet man zum einen die innere Generallamelle, die kon-
zentrisch um den Markraum angeordnet ist und zum anderen die auBere Generalla-

melle, die direkt unter dem Periost verlauft.

Der Faserverlauf der Lamellen richtet sich nach den lokalen funktionellen und mecha-
nischen Anspriichen. Die in die mineralisierte Matrix eingebetteten Kollagenfasern ver-
laufen weitgehend parallel zueinander und spiralig zur Langsachse der Osteone
(Trostle und Markel 1996).

1.2 Knochenregeneration

Da es bei der Knochenregeneration, im Gegensatz zur Reparatur zahlreicher anderer
Gewebearten (z.B.: Binde- oder Muskelgewebe), nicht zur Ausbildung einer Narbe
kommt, spricht man von Regeneration (Remedios 1999). Dabei werden komplexe Re-
generationsmechanismen in Gang gesetzt, deren Ziel es ist, die urspriingliche Kno-
chenstruktur und -funktion im Laufe der Zeit zu rekonstruieren (Einhorn und Lee
2001;Remedios 1999). Die Knochenheilung folgt dabei dem Wolffschen Gesetz, wo-

nach sich der Knochen den wirkenden Kraften im Laufe der Heilung anpasst (Sturmer
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1996). Man unterscheidet die direkte von der indirekten Knochenheilung (Chao et al.
1989;Palmer et al. 1992;Remedios 1999).

1.2.1 Direkte Knochenheilung

Die direkte oder primare Knochenheilung lauft ab, wenn zwei grundlegende Bedin-
gungen erfillt sind: Als Erstes die ideale anatomische Reposition der Frakturenden
und die daraus folgende Minimalisierung des Frakturspaltes. Zum Zweiten die Auf-
rechterhaltung dieser korrekten Reposition Uber die gesamte Dauer der Frakturhei-
lung. Deshalb ist eine hohe interfragmentare Stabilitdt, absolute Ruhe und eine rigide
Fixation notwendig (Chao et al. 1989;Goodship 1992;Palmer et al. 1992). Eine réntge-
nologisch sichtbare Kallusbildung findet bei der primaren Knochenheilung nicht statt.
Unter solch idealen Bedingungen entspricht der Heilungsprozess der Regeneration,
da die Ausgangssituation wieder hergestellt wird (restitutio ad integrum) (Webb und
Tricker 2007).

In den Bereichen, wo kortikaler Knochen aufeinander liegt, findet eine sogenannte
Kontaktheilung statt (Palmer et al. 1992). Dabei bilden sich am Rand der frakturnachs-
ten Osteone zapfenféormige Auslaufer (englisch: ,cutting cones®) (Palmer et al.
1992;Webb und Tricker 2007). Am vorderen Rand dieser Auslaufer befindet sich eine
Ansammlung von Osteoklasten, die fir die Knochenresorption zustandig sind. Hinter
der Osteoklastenreihe schlieBt sich eine Ansammlung von Osteoblasten an, die neuen
Knochen aufbauen (Palmer et al. 1992;Perren 1979;Shapiro 1988;Brighton 1984).
Durch dieses Zusammenspiel von Osteoklasten und Osteoblasten kommt es zur oste-
ogenen Verzapfung von 50-80 um pro Tag (Palmer et al. 1992).

Von einigen Autoren wird diskutiert, ob die Kontaktheilung dem lebenslang physiolo-
gisch ablaufenden Remodelling zur Erneuerung und Umbau von nekrotischen oder
ermideten Bereichen gleichzusetzen ist (Parfitt 2002;Perren 1992;Shapiro 1988).

In den Bereichen der Frakturlinie, in denen kein Knochen-Knochen-Kontakt, sondern
kleine Llicken mit 500-1000 um vorliegen, lauft eine Spaltheilung ab (Perren
1979;Perren 1992;Palmer et al. 1992;Remedios 1999;Chao et al. 1989). Daflr wird
der interfragmentare Spalt mit BlutgefaBen und lockerem Bindegewebe aufgefillt
(Shapiro 1988). Die einsprossenden GefaBe stammen aus Periost und Harverschen
Kanalen (Shapiro 1988). Perikapillar liegende mesenchymale Zellen proliferieren und

differenzieren zu Osteoblasten. Diese bilden Osteoid und so entsteht im Frakturspalt
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Geflechtknochen, der dann in Lamellenknochen umgewandelt wird (Palmer et al.
1992). Dieser Bereich ist jedoch aufgrund des fehlenden Kontakts zu den Fragment-
enden mechanisch instabil (Palmer et al. 1992). Nach drei bis vier Wochen findet
durch die Verzapfung der neu gebildeten Osteone aus dem Frakturspalt mit den Oste-
onen der Frakturenden eine Uberbriickung der Frakturzone statt (Palmer et al.
1992;Perren 1979). Die anfangs noch quer zur Langsrichtung des Knochens verlau-
fenden Lamellen ordnen sich im Rahmen des Remodelling longitudinal an, so dass es
zur Wiederherstellung der anatomischen und mechanischen Integritat kommt (Palmer
et al. 1992;Perren 1979;Shapiro 1988).

1.2.2 Indirekte Knochenheilung

Die indirekte oder sekundare Knochenheilung erfolgt bei Frakturspalten von mehr als
einem Millimeter. Typisch dafiir ist die Bildung von Ersatzgewebe (Perren und Cordey
1977), das sekundar durch Knochengewebe ersetzt wird (Chao et al. 1989;Chao and
Inoue 2003;Perren und Cordey 1977). Die Heilungsdauer sowie Qualitat und Quantitat
des gebildeten Ersatzgewebes hangen von der zu Uberbrickenden Defekistrecke und
auch von der Bewegung der Fragmente zueinander ab (Willenegger et al. 1971). Im
Verlauf der Heilung kommt es typischerweise zur Ausbildung eines stabilisierenden
bindegewebigen oder knorpeligen Kallus. Dieser wird entsprechend seiner Lokalisa-
tion als periostaler, endostaler und interfragmentarer Kallus bezeichnet (Perren 1992).
Das dreidimensionale Netzwerk des periostalen Kallus kann dabei enorme Ausmale
annehmen. Er befindet sich weit entfernt von der Biegeneutralachse und dient der
Stabilisierung (Perren 1992). Der endostale Kallus tberbriickt den Bereich der Mark-
hdhle, ist etwas kleiner dimensioniert und wirkt infolgedessen auch weniger stabilisie-
rend. Durch den interfragmentaren Kallus, der sich als Letztes bildet, wird die kortikale
Einheit wieder hergestellt.

Die indirekte Knochenheilung lasst sich histologisch in vier ineinander tbergehende
Phasen einteilen:

Entziindungsphase

Diese erste Phase der Knochenheilung wird durch das Trauma, das die Fraktur verur-
sacht, eingeleitet. Sie dauert ein bis drei (Brighton 1984) oder sogar finf Tage (Sim-
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mons 1985) und endet mit der Entstehung von Bindegewebe oder Knorpel. Klinisch
geht diese Phase mit Schmerzen und einer Schwellung im Bereich der Fraktur einher.
Bei der Fraktur zerreiBen die GefaBe entlang des Frakturspaltes. Durch die zerstorte
Blutzufuhr kommt es an den Frakturenden zur Hypoxie (Webb und Tricker 2007) und
zu Nekrosen (McKibbin 1978;Brighton 1984). Die geringe Sauerstoffspannung fihrt
Uber eine erh6hte Laktatproduktion (anaerober Stoffwechsel) auch zu einem erniedrig-
ten pH-Wert. Dadurch werden Cytokine aus Neutrophilen freigesetzt, die zu einem
Proliferations- und Differenzierungsanreiz far die umliegenden Zellen fihrt und den
Heilungsprozess initiieren (Webb und Tricker 2007).

Das ZerreiBen der GefaBe fuhrt auBerdem zum Einstrémen von Blut in den Frakturbe-
reich und die Umgebung. Das dadurch entstandene Frakturhdmatom (Brighton 1984)
erflllt mehrere Aufgaben: Es dient einerseits als Quelle fir hamatopoetische Zellen,
Thrombozyten und Entzindungsmediatoren (Webb und Tricker 2007); sorgt aber auch
fir eine gewisse Stabilitat. Die bei der Gerinnung entstehenden Fibrinfaden verspan-
nen die Frakturenden und dienen als Leitschiene flir die Einsprossung von Kapillaren
(Cruess und Dumont 1975). Durch die Degranulation der Thrombozyten werden
Wachstumsfaktoren freigesetzt (Webb und Tricker 2007). Diese Wachstumsfaktoren
und Cytokine leiten das Einsprossen von Kapillaren entlang der beschriebenen Leit-
schienen ein. Die so erfolgte Revaskularisierung rekrutiert sich hauptsachlich aus Ge-
faBen der Markhdhle und des Periosts, aber auch der Muskulatur. Uber die Einspros-
sung der ersten Kapillaren gelangen Makrophagen in den Frakturspalt, die
Gewebstrimmer abbauen. 24 bis 48 Stunden nach der Fraktur treffen Mastzellen im
Frakturhamatom ein (Brighton 1984). Ihre Funktion ist noch weitgehend unklar, sie
scheinen aber fir die Anpassung der lokalen Durchblutung und fir die Zellmigration
wichtig zu sein.

Nach der Fraktur steigt die Zellteilungsrate bereits nach acht Stunden an und erreicht
ihren Héhepunkt nach ca. 24 Stunden. Die erhdhte Zellteilungrate findet anfanglich vor
allem im Periost und im frakturnahen Bereich statt, spater jedoch Uber die gesamte
Lange des Knochens, mit Ausnahme der Frakturenden. Die dort liegenden Osteozyten
sind durch die Fraktur abgestorben und haben nur ihre leeren Lakunen hinterlassen
(McKibbin 1978). Aus den zerstdrten Osteozyten werden lysosomale Enzyme freige-
setzt, die zur Auflésung der umgebenden organischen Matrix fihren. Phagozyten und
Osteoklasten sorgen fir den Abbau von totem Knochen und anderem nekrotischen
Material (Brighton 1984;Webb und Tricker 2007).
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Das Frakturhamatom ist also insgesamt ein Netzwerk aus Fibrin, Retikulinfasern und
Kollagenfasern, das auBerdem Erythrozyten, Zellfragmente und —organellen enthalt
(Brighton 1984). Nach und nach erscheinen Fibroblasten, die mit der Kollagensynthe-
se beginnen (McKibbin 1978) und zu einer Organisation des Frakturhamatoms fiihren.
Das anfangs saure Milieu verandert sich Uber neutral zu alkalisch (Cruess und Du-
mont 1975). Dieses ist fir den Mineralisationsprozess wichtig, da die Enzyme, die die
Mineralisation katalysieren ihr optimales Wirkungsspektrum im alkalischen Bereich
haben (Newman et al. 1987). Schon in dieser frlhen Phase kdnnen Mineralisations-

herde nachgewiesen werden (Brighton 1984).

Phase des weichen Kallus

In dieser, auch als Granulationsphase bezeichneten Zeit, wird ein so genannter peri-
ostal-fibréser Kallus gebildet (Brighton 1984). Charakteristisch flr diesen Zeitraum
sind die gute Vaskularisation und die vorherrschende hohe Zelldichte (Brighton 1984).
Diese Phase dauert beim Menschen ca. drei Wochen (Braun und Ruter 1996) und
endet mit der Uberbriickung des Frakturspaltes durch Bindegewebe oder Knorpel.
Bindegewebiges Granulationsgewebe entsteht aufgrund der guten GefaBversorgung
Uber das Periost eher am Rand des Kallus. Durch die begrenzte Blutversorgung und
den vorherrschenden Sauerstoffmangel im Kalluszentrum, entsteht in diesem Bereich
vorwiegend Knorpel (Owen 1970;Palmer et al. 1992). Knorpel scheint bis zur Verbes-
serung der Blutversorgung das vorherrschende Material zu sein (McKibbin 1978).

Durch die Einlagerung von Kalksalzen wird der weiche Kallus immer starker minerali-
siert. Die Mineralisation beginnt an den Frakturenden und dehnt sich immer weiter
zum Zentrum der Fraktur hin aus. Die dadurch erhdhte Steifigkeit ermdéglicht erst die
Knochenbildung und das Uberleben von Osteozyten (Palmer et al. 1992). Im Weiteren
unterliegt der Knorpel im Kalluszentrum der enchondralen Ossifikation, wohingegen
das Bindegewebe Uber die desmale Ossifikation in Geflechtknochen umgewandelt

wird.

Phase des harten Kallus

Diese Phase beginnt mit der Verbindung der beiden Frakturfragmente Uber einen wei-
chen Kallus und endet mit der kompletten knéchernen Uberbriickung. Die erste Kno-
chenbildung beginnt meist subperiostal (Brighton 1984). Dabei wird die Faserschicht
des Periosts durch die Knochenneubildung abgehoben und es entsteht ein diaphysa-
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rer Knochenmantel, der die Fraktur allmahlich fixieren kann (Brighton 1984). Nach und
nach wird der weiche Kallus durch Geflechtknochen ersetzt, der mit seiner Stabilitat
und Steifigkeit flir das Wiedererlangen der Knochenfunktion sorgt. Allerdings ent-
spricht die Knochenkontur und die Ausrichtung der Trabekel noch nicht der des restli-
chen Knochens. AuBerdem ist der Geflechtknochen in der Lage die Bewegungen im
Frakturspalt auf ein akzeptables MaB herabzusetzen, so dass die Voraussetzungen

fir die Bildung von Lamellenknochen geschaffen sind (Chao et al. 1989).

Remodelling
Das Ziel dieser abschlieBenden Phase ist es, die urspringliche Knochenkontur und -

struktur wiederherzustellen und einen durchgangigen Markraum zu erlangen (Brighton
1984). Nach Brighton (Brighton 1984) beginnt sie sobald der Knochenbruch réntgeno-
logisch und klinisch geheilt ist. Remedios (Remedios 1999) setzt als Beginn die Uber-
briickung des Frakturspaltes mit mineralisiertem Kallus fest. Der Begriff des Remodel-
ling bezeichnet insgesamt Umbauvorgange, bei denen der Geflechtknochen, der ja
mineralisiertes Bindegewebe ersetzt hat, wiederum durch den stabileren Lamellen-
knochen ausgetauscht wird. Die urspriingliche Knochenstruktur wird zurlickerlangt,
indem sich die Osteone wieder longitudinal zum Knochen ausrichten (Brighton
1984;Palmer et al. 1992).

Dies geschieht beim Menschen Uber ein sekundares (Haversches) Remodelling, mit
der Entstehung groBer Osteone. Diese Form des Remodelling findet beim Schaf erst
mit zunehmendem Alter statt (Liebschner 2004). Die Zeit des genauen Beginns des
sekundaren Remodelling variiert je nach Knochentyp, wobei der Femur und die Dia-
physe des Radius und Humerus zu den ersten Knochen gehéren die diese Remo-
delling-Form aufweisen (Newman et al. 1995).

Charakteristisch fir diese Phase ist die Ausbildung so genannter ,Basic Multicellular
Units® (BMUs) (Noble und Reeve 2000;Parfitt 2002). Diese spezielle Formation be-
steht an der Spitze aus einer Gruppe von Osteoklasten zur Knochenresorption, gefolgt
von Osteoblastenreihen, die neuen Knochen aufbauen. Die auBBerdem dazu gehdéren-
den BlutgefaBe ermdglichen das Nachrlicken von Progenitorzellen. Die BMUs ermdg-
lichen durch ihre Verbindung von Knochenresorption und Knochenformation einen
effizienten Umbau veranderter bzw. zerstérter Knochenbereiche. Den Anstof3 fir die
Bildung von BMUs geben Bone Lining Cells, die sich bei einer Fraktur (auch bei Mikro-

frakturen) von der Knochenmatrix abheben und somit die mineralisierte Knochenstruk-
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tur freilegen (Parfitt 2002). Die Bone Lining Cells setzten Enzyme frei, die zur Auflé-
sung der endostalen Membran fuhren. AuBerdem kommt es im Verlauf der Entstehung
der BMUs zur Neoangiogenese und zum Austreten von Osteoklastenprogenitorzellen
und deren Fusion zu Osteoklasten (Parfitt 2002). Da die Osteoklasten nur eine Le-
bensdauer von ca. 12 Tagen aufweisen, muss das Fortschreiten des Prozesses durch
einen standigen Nachschub an mononuklearen Osteoklastenprogenitorzellen auf-
rechterhalten werden. Mit dem Abbrechen des Nachschubes an Progenitorzellen en-
det auch die Lebensspanne der BMU.

Interne Remodellingvorgange laufen wahrend des ganzen Lebens in kleinerem Aus-
maf standig ab und ermdglichen dem Knochen sich zu erneuern und nekrotische Be-
reiche oder ermidungsbedingte Mikrofrakturen durch Umbau funktionell wieder herzu-
stellen (McKibbin 1978;Parfitt 2002;Alliston und Derynck 2002;Ng et al. 1997). Dieses
physiologische Remodelling entspricht nach Perren (2001) den Vorgangen bei der
direkten Knochenbruchheilung.

1.3 Klinischer Hintergrund

Kndcherne Defekte des Skeletts kénnen durch ein Trauma, postinfektids oder durch
die Entfernung gut- oder bésartiger Tumoren entstehen, oder kongenitale Fehlbildun-
gen sein. In der Regel kann der Defekt aufgrund der hervorragenden Regenerations-
eigenschaften von Knochengewebe spontan ausheilen. Erreichen diese Defekte aber
eine ,kritische” Dimension, ist der Organismus auch bei Anwendung optimaler Thera-
piestrategien nicht mehr in der Lage, sich hinsichtlich Form und Funktion selbst zu
regenerieren (Cancedda et al. 2003). In anderen Fallen bleibt die Defektiberbriickung
aus unbekannten Griinden aus (Einhorn 1999). Fir die USA ist bekannt, dass 5 bis 10
Prozent der 5,6 Millionen jahrlich behandelten Frakturen nicht primar ausheilt (Prae-
mer et al. 1992). Diese Patienten missen teilweise mehrere aufwendige Operationen,
sowie einen langwierigen Heilungsverlauf mit oft verbleibenden Defiziten tolerieren. In
der Orthopadischen Universitatsklinik Heidelberg wurden zwischen Januar 1996 und
Dezember 2000 306 Operation wegen nicht heilender Frakturen an langen Rdhren-
knochen durchgefiihrt. Das Problem der ausbleibenden Knochenheilung liegt oftmals
in einem insuffizienten Knochenlager mit sehr schlechter GefaBversorgung, wodurch
avitale Pseudarthrosen entstehen, die keine Regeneration mehr zeigen (Geiger et al.
2005).
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In solchen Fallen ist der Einsatz von Knochenersatzmaterialien indiziert. Das entspre-
chende Material wird in den Frakturspalt eingebracht und mit Hilfe eines Osteo-
synthesesystems stabilisiert. Nach der Definition von Mutschler und Lane (Muschler
2007) ist ein Knochenersatzmaterial jedes implantierte Material, das alleine oder in
Kombination mit anderen Materialien die Knochenheilung férdert. In Anlehnung an den
nattrlichen Aufbau von Knochen kann dies Uber osteokonduktive, osteoinduktive oder
osteogene Eigenschaften vermittelt werden (Bauer und Muschler 2000). Osteo-
konduktive Materialien dienen einsprossenden Osteonen als eine Art Leitschiene und
fordern den Anbau von Knochen an ihre Oberflache (Bauer und Muschler 2000). Im
natdrlichen Knochen wird die Osteokonduktivitat durch die trabekulare Struktur vermit-
telt. Osteoinduktive Materialien kénnen lokale oder transplantierte Zellen Gber biologi-
sche Stimuli dazu aktivieren, zu Osteoblasten zu differenzieren, was im nattrlichen
Knochen durch lokale Wachstumsfaktoren geschieht. Osteogene Materialien schlieB-
lich enthalten selbst Zellen, die zu Osteoblasten differenzieren kénnen (Bauer und
Muschler 2000). Dies entspricht im natirlichen Aufbau des Knochens den Osteo-
blasten.

Als Goldstandard wird derzeit die autologe Knochentransplantation angesehen (Parikh
2002;Rueger 1996). Deren Vorteile liegen in der guten osteogenetischen Potenz, den
osteokonduktiven und osteoinduktiven Eigenschaften, sowie der guten immunolo-
gischen Vertraglichkeit. AuBerdem weist die autologe Knochentransplantation je nach
Lokalisation, GroBe, Form und Qualitat eine brauchbare initiale Stabilitat auf (Kneser
et al. 2006). Dennoch birgt diese Methode auch nicht zu vernachlassigende Risiken.
Dazu gehéren die, zum Teil, enormen Beschwerden an der Entnahmestelle, die durch
den Zweiteingriff verlangerte Operationsdauer, die Gefahr der Entstehung von Hama-
tomen, Infektionen und chronischen Schmerzen und nicht zuletzt die limitierte Menge
an zur Verfugung stehendem Knochen (Kneser et al. 2006;Niedhart et al. 2003) .

Ist die autologe Knochentransplantation nicht anwendbar, ist die Verwendung von al-
logenen oder xenogenen Knochentransplantaten méglich. Neben der héheren Versa-
gensrate, die diese Verfahren aufweisen (Kenley et al. 1993), sind sie auBerdem mit
einer Reihe von zusatzlichen Nachteilen behaftet. So besteht die Gefahr einer Absto-
Bungsreaktion (Friedlaender und Horowitz 1992) und der Ubertragung von Krankhei-
ten (Simonds et al. 1992;Li et al. 2001). Ein Sterilisationsprozess wiederum fiihrt zum
Verlust der osteoinduktiven Eigenschaften (Hallfeldt et al. 1995;Voggenreiter et al.
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1995). Somit gelten allogene und xenogene Knochentransplantate als vorwiegend os-
teokonduktive Materialien.

Demineralisiete  Knochenmatrix ist eine weitere Option in der Behandlung von
Knochendefekten. Diese ist aufgrund der enthaltenen Proteine (Bone morphogenic
proteins = BMP) in der Lage sowohl osteokonduktiv, als auch osteoinduktiv zu wirken
(Bauer und Muschler 2000). Allerdings muss die von Bostrom und Mitarbeitern
(Bostrom et al. 2001) festgestellte modgliche Toxizitat dieses Materials in Betracht
gezogen werden.

Des Weiteren werden fiir spezifische Indikationen vaskularisierte Knochentranplantate
eingesetzt. Diese erzielen sehr gute Ergebnisse, kédnnen aber nur von mikrochirur-
gisch versierten Operateuren durchgefiihrt werden und gehen mit einer erheblichen
Morbiditat an der Entnahmestelle einher (Pollock et al. 2005;Daniels et al. 2005).
Aufgrund der zahlreichen Nachteile, die die bisher genannten Verfahren aufweisen, ist
die Wissenschaft seit einiger Zeit auf der Suche nach neuen Wegen um Knochen
adaquat zu ersetzten. Schon langer wird an neuen biologischen oder synthetischen,
anorganischen und organischen Materialien geforscht, die als Knochenersatz dienen
kénnen. AuBerdem spielen Wachstumsfaktoren wie beispielsweise die Bone Morpho-
genic Proteine BMP-2 und BMP-7 eine groBe Rolle, wovon einige auch schon fir die
Anwendung am Menschen zugelassen sind. Dabei missen jedoch —verglichen mit
den physiologisch vorhandenen Konzentrationen- enorme Mengen eingesetzt werden,
was wiederum mit groBen Kosten verbunden ist. Um dies zu umgehen kénnte die
Gentherapie ein weiterfiihrendes Forschungsfeld darstellen.

Auch am Einsatz von mesenchymalen Stammzellen wird intensiv geforscht. Diese er-
moglichen, in der Kombination mit entsprechenden Biomaterialien, deren aus-
schlieBlich osteokonduktive Eigenschaften um die osteogene Aktivitat zu erweitern.

1.4 Tissue Engineering

Nach der Definition von Langer und Vacanti (Langer und Vacanti 1993) ist Tissue En-
gineering ,ein interdisziplindres Forschungsfeld, das die Prinzipien des Ingenieur-
wesens und der Biowissenschaften anwendet, um biologische Ersatzmaterialien zu
entwickeln, die Gewebefunktionen ersetzen, erhalten oder verbessern®. Es basiert auf
dem grundlegenden Verstandnis von Gewebeformation und -regeneration, und zielt

eher darauf ab ein neues funktionelles Gewebe zu schaffen, anstatt nur neue Ersatz-

19



Schrifttum

teile zu implantieren (Kneser et al. 2002). Durch die gemeinsame Arbeit von Chemi-
kern, Physikern, Ingenieuren, Materialwissenschaftlern, Biologen und Medizinern wird
im Tissue Engineering versucht dieses Ziel zu erreichen (Salgado et al. 2004).

In der Orthopadie ist der Ersatz von Knochen (Lieberman et al. 2002), Knorpel
(O'Driscoll 1998;Hunziker 2002), Sehnen (Faraj 2002;Boyer et al. 2003), Bandern
(Frank und Jackson 1997), Meniskus und Bandscheiben (Guilak et al. 1999;Baer et al.
2001), Fett, Muskel (Lieberman et al. 2003) und Nerven das primare Ziele (Muschler
et al. 2004) des Tissue Engineering.

Im Bereich der Knochendefekte sind die Anforderungen an die Biomaterialien an-
spruchsvoll. Ziel ist es, die Menge und Qualitat des neu gebildeten Knochens positiv
zu beeinflussen, die Knochenheilung bzw. -neubildung zu beschleunigen, aber gleich-
zeitig die mechanische Stabilitat zu gewahrleisten.

Deshalb wird im Rahmen des Tissue Engineering versucht, die fir einen Knochener-
satzstoff wichtigen osteokonduktiven, osteoinduktiven und osteogenen Eigenschaften
zu vereinen und somit den Goldstandard der autologen Spongiosatransplantation zu
imitieren. Dazu werden dreidimensionale Trager (osteokonduktiv) mit einer Zellquelle
(osteogen) und z.B. Wachstumsfaktoren (osteoinduktiv) kombiniert. Das aus diesen
drei Komponenten entstandene Zell/Matrix-Konstrukt wird anschlieBend in den zu er-
setzenden Gewebedefekt eingebracht. Wie genau diese drei Komponenten aussehen
sollen, dartber gibt es momentan noch keinen einheitlichen Konsens. Die Auswabhl
des geeigneten Tragermaterials, der zu verwendenden Zellpopulation und ihrer Dich-
te, sowie die Bestimmung der am besten geeigneten osteoinduktiven Komponenten

sind Gegenstand aktueller Forschung.

1.5 Tragermaterialien

Die Wahl des geeigneten, dreidimensionalen porésen Tragermaterials spielt eine es-
sentielle Rolle beim Tissue Engineering von Knochen. Die Trager dienen einerseits als
Platzhalter, der verhindert, dass das umgebende Gewebe in den Defekt einwéachst.
Andererseits bieten sie den Stamm- oder Progenitorzellen die Mdglichkeit zur Adhasi-
on, Migration, Proliferation und Differenzierung. lhre Poren bieten auBerdem einen
Leerraum flr Vaskularisation, Gewebeneubildung und Remodelling. Zusatzlich stellen
sie ein Vehikel dar, um Zellen in den Defekt einzubringen (Muschler et al. 2004).

20



Schrifttum

Flr Tragermaterialien gelten einige grundlegende Anforderungen, die bei der Auswahl
des geeigneten Materials beachtet werden sollten:

Wichtig ist zuallererst die Vertraglichkeit des Materials zum kérpereigenen Gewebe,
die sogenannte Biokompatibilitat. Vor allem bei degradierbaren Materialien ist eine
Untersuchung der Vertraglichkeit wichtig, da die Degradationsprodukte den pH-Wert
ihrer Umgebung &ndern, das Gewebe durch ihre Akkumulation schadigen oder selbst
toxische Effekte haben kdnnen (Ignatius und Claes 1996). AuBerdem wird im Rahmen
der Analyse der Biokompatibiltat auch die Immunogenitat und Kanzerogenitat unter-
sucht (Gunther et al. 1998). Eine weitere wichtige Eigenschaft ist die Osteokonduktivi-
tat. So soll das Ersatzmaterial als ,Leitschiene® flr die knécherne Durchbauung die-
nen, indem es das Knochengewebe dazu anregt in das Implantat einzuwachsen. Eine
zusatzliche osteoinduktive Wirkung ware winschenswert, wird jedoch von den meis-
ten zur Verflgung stehenden Tragermaterialien nicht erflllt (Schnurer et al. 2003).
Einige der wenigen Ausnahmen stellt die demineralisierte Knochenmatrix dar. Fir sie
ist die Osteoinduktivitat nachgewiesen (Kasten et al. 2003).

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die dreidimensionale Struktur und Porositat des Mate-
rials. Die meisten Tragermaterialien besitzen miteinander verbundene Poren. Das da-
durch vergréBerte Oberflachen/Volumenverhéltnis verbessert die Zelleinsprossung,
die Verteilung der Zellen innerhalb des Tragers und die Vaskularisation aus der Um-
gebung. Dadurch sorgt die Porositat fir eine gute Nahrstoffversorgung und erméglicht
die Beseitigung von metabolischen Abfallprodukten. Der Grad der Porositat nimmt
immer auch auf andere Eigenschaften des Tragers Einfluss: So ist ein héherer Grad
an Porositat mit einem Verlust an mechanischer Stabilitdt verbunden (Salgado et al.
2004). Neben der Anzahl der Poren ist auch die PorengréBe von entscheidender Be-
deutung fir die Osteokonduktivitat. Wenn die Poren zu klein sind, verstopfen sie durch
einwachsende Zellen. Dies verhindert das weitere Eindringen von Zellen, die extrazel-
lulare Matrixbildung und die Vaskularisation der inneren Bereiche des Trégers. Es be-
steht weitgehende Einigkeit darUber, dass fur das Tissue Engineering von Knochen-
gewebe, die PorengrdBe in einem Bereich von 200 bis 900 um liegen sollte (Burg et
al. 2000;Yang et al. 2001). Zu einem anderen Schluss kommen Holly und Mitarbeiter
(Holy et al. 2000), die die Meinung vertreten, dass eine Knochenrekonstruktion nur mit
einer Matrix erreicht werden kann, die Uber eine makroporése Porenstruktur mit Po-
rengréBen von 1,2 bis 2 mm verfliigt. Das dadurch vergroBerte Oberfla-

chen/Volumenverhaltnis erméglicht Zellen, Gewebe und BlutgefdBen ein besseres
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Einwachsen, geht aber andererseits mit einem Verlust der mechanischen Stabilitat
einher. Bei den meisten Studien jedoch liegt die PorengréBe in einem Bereich zwi-
schen 150 und 500 um, was gerade gro3 genug ist um das Einwachsen von vaskula-
rem Gewebe zu unterstiitzen (Muschler et al. 2004).

Auch die chemischen und topografischen Oberflacheneigenschaften des Tragermate-
rials sind von entscheidender Bedeutung. Chemische Eigenschaften kénnen die Ad-
h&sion sowie Proliferation und Migration der Zellen beeinflussen und kontrollieren. To-
pografische Eigenschaften spielen vor allem im Zusammenhang mit der
Osteokonduktivitat eine Rolle. Eine rauere Oberflache beispielsweise vereinfacht die
Migration von osteogenen Zellen entlang der Matrixoberflache (Salgado et al. 2004).
Die Knochenersatzmaterialien lassen sich in resorbierbare und nicht resorbierbare
Materialien unterteilen. Da Knochen einem stetigen Umbau unterworfen ist, ist es vor
allem aus biomechanischer Sicht sinnvoll, resorbierbare Knochenersatzmittel zu ver-
wenden, da sie sich an veranderte mechanische Belastungen besser anpassen kén-
nen. Allerdings sollte bei der Auswahl des Materials die Geschwindigkeit des Abbau-
prozesses berlcksichtigt werden, d.h. das Ersatzmittel sollte nicht schneller abgebaut
werden als neues Knochengewebe nachwachsen kann (Gunther et al. 1998).

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde eine Vielzahl von Materialien, wie Metalle, Kerami-
ken und Polymere, sowohl natirlichen als auch synthetischen Ursprungs als mégliche
Knochenersatzmittel und Tragermaterialien in Verbindung mit Zellen vorgeschlagen.
Da Metalle und die meisten der Keramiken nicht resorbierbar sind, beschréankt sich die
Auswahl auf eine begrenzte Anzahl von Keramiken und resorbierbaren Polymeren
(Salgado et al. 2004).

Keramiken sind im Bereich der Knochenregeneration weit verbreitet (LeGeros 2002).
Sie kénnen natirlichen Ursprungs sein (z.B. Hydroxylapatit (HA) aus Korallen) oder,
wie das synthetische HA oder B-Tricalciumphosphat, synthetisch hergestellt werden
(LeGeros 2002). Aufgrund ihrer osteokonduktiven und osteoinduktiven Eigenschaften
wurden sie fir viele Anwendungen im Knochen Tissue Engineering in Betracht gezo-
gen. Eine Vielzahl von Studien (Petite et al. 2000;Quarto et al. 2001;Grynpas et al.
1994;Yoshikawa et al. 2000;Dong et al. 2001) konnten mit der Verwendung von Ke-
ramiken mit oder ohne Stamm- oder Progenitorzellen gute Ergebnisse bezlglich Kno-
chenregeneration erzielen. Allerdings sind diese Materialien brichig und weisen eine
geringe mechanische Stabilitat auf. AuBerdem sind die Resorptionsraten von Kerami-
ken schwer vorherzusagen (Salgado et al. 2004).
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Als Alternative stehen resorbierbare Polymere zur Verfligung, die als ideale Materia-
lien in diesem Bereich gelten (Hutmacher 2000;Yang et al. 2001). Sie kdnnen in natlr-
liche und synthetische Polymere unterteilt werden (Salgado et al. 2004):

Zu den synthetischen resorbierbaren Polymeren z&hlen z.B. Polypropylene, Polycar-
bonate, Polyanhydrate oder Polyaminosauren. Sie sind ebenfalls weit verbreitet im
biomedizinischen Ingenieurwesen.

Naturliche resorbierbare Polymere werden entweder aus tierischen oder pflanzlichen
Quellen gewonnen. Dazu gehéren unter anderem, Kollagen, Fibrinogen, Chitosan
oder Hyaluronsaure. Die Vorteile dieser Stoffe liegen in ihrem geringen immunogenen
Potential, ihrem potentiellen bioaktiven Verhalten und der Fahigkeit mit dem Empféan-
gergewebe zu interagieren (Salgado et al. 2004). Dazu zahlt auch das mineralsierte
Kollagen.

Mineralisiertes Kollagen

Dieses porése Biomaterial besteht aus den zwei Hauptkomponenten der extrazellula-
ren Knochenmatrix: Kollagen Typ 1 und Hydroxylapatit. Durch diese Kombination wer-
den die osteokonduktiven Eigenschaften des autologen Knochens perfekt imitiert.

Der von uns verwendete mineralisierte Kollagenschwamm (Healos®, Fa. De Puy,
USA) ist aus vernetzten bovinen Kollagen Typ 1 Fasern aufgebaut, die mit nichtkera-
mischem Hydroxyapatit [Caio(PO4)6(0OH)2] beschichtet sind (Niemeyer et al.
2003;Niemeyer et al. 2004). Dadurch entsteht eine Kombination aus mineralisierten
(ca. 30%) und nicht mineralisierten Anteilen, die den Aufbau von natlrlichem Knochen
nachahmt. Die PorengréBe variiert zwischen vier und 200um und erlaubt somit die
direkte Knochenregeneration (Kuboki et al. 2002). Die Gesamtporositéat liegt bei 95%
und ermdéglicht eine exzellente Nahrstoffversorgung, Neovaskularisation und Zellver-
teilung. Das Verhéltnis von Ca** zu PO, betragt 1,67, ist also vergleichbar zu dem von
nattrlichem Knochen (1,6) und liegt auBerdem im biokompatiblen Bereich. Niemeyer
et al (Niemeyer et al. 2004) konnten fir dieses Tragermaterial eine durchschnittliche
Besiedelungseffizienz von 98% zeigen. Die Gruppe um Niemeyer untersuchte auch
das Proliferationsverhalten und die Differenzierungsféahigkeit von Zellen auf diesem
mineralisierten Kollagen. Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass Zellen bis zum Tag
acht relativ stark proliferieren, um dann fir den Rest des Kultivierungszeitraums auf
einem stabilen Plateau zu verharren. Eine mdgliche Erklarung fiir das Stoppen der
Proliferation kénnte nach Meinung der Autoren die Differenzierung in Richtung osteo-
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genen Zelllinie sein. Diese Hypothese wird auch durch die Ergebnisse der quantitative
RT-PCR unterstltzt, die eine Hochregulation der fir die osteogene Differenzierung
wichtigen Gene Bone Sialoprotein, BMP, ALP und Osteocalcin zeigte. Die histologi-
schen Ergebnisse dieser Studie zeigen auBerdem eine gute Penetration der Zellen in
tiefe Schichten der Matrix. Diese gute Zellverteilung innerhalb des Tragers sorgt fur
ein homogeneres osteogenes Potential des Konstruktes und damit zu einer besseren
Heilung des knéchernen Defekis.

Healos® ist in Deutschland und den USA bereits fiir den klinischen Einsatz zugelas-
sen. Dies stellt eine ginstige Voraussetzung fir einen zukinftigen kombinierten Ein-
satz dieses Materials mit geeigneten Zellen und/oder osteoinduktiven Substanzen dar.

Als mdgliche osteogene Zellquelle kdnnten Stammzellen dienen.

1.6 Stammzellen

In der Literatur existieren zahlreiche unterschiedliche Definitionen von Stammzellen.
Insgesamt beinhalten sie alle jedoch drei Hauptprinzipien. Zum Ersten die unbegrenz-
te Proliferationsfahigkeit, zum Zweiten das Differenzierungspotential der Einzelzelle in
mehrere Richtungen und als Letztes die Fahigkeit Gewebe zu regenerieren (Weiss-
man 2000). Diese Fahigkeiten werden unter anderem durch die asymmetrische Zelltei-
lung ermdglicht, bei der zum einen, eine der Ausgangszelle entsprechende Zelle ent-
steht, die also weiterhin teilungsfahig ist und zum anderen eine zur Differenzierung
fahige Tochterzelle, eine so genannte Progenitorzelle.

Die beschriebene Charakterisierung trifft nun auf eine Reihe ganz unterschiedlicher
Stammzellen zu, die im Folgenden weiter unterteilt werden sollen.

Auf die embryonale Stammzellen treffen alle oben genannten Charakteristika zu. Sie

sind pluripotent, d.h. sie besitzen die Fahigkeit unter verschiedenen Bedingungen in
unterschiedliche Richtungen zu differenzieren. lhr Einsatz ist aber aufgrund mangeln-
der Verflgbarkeit und der Neigung zur Ausbildung von Teratokarzinomen (Erdo et al.
2003), sowie von nicht spezifischen Gewebetypen begrenzt (Donovan und Gearhart
2001;Sylvester und Longaker 2004). Dazu kommt, dass embryonale Stammzellen bei
ihrer Differenzierung zum reifen Gewebe Histokompatibiltats-Komplexe (HLA) des
Spenders entwickeln, die bei Transplantation eine lebenslange und nebenwirkungsrei-
che Immunsuppression erforderlich machen. AuBerdem unterliegt das Arbeiten mit
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embryonalen Stammzellen strengen gesetzlichen und ethischen Regelungen, die vor
allem fUr die therapeutische Anwendung gelten.

Vor diesem Hintergrund kommt der Forschung an adulten Stammzellen zunehmend

Bedeutung zu. Diese sind gemaB ethischer Grundsatze véllig unbedenklich, aus ver-
schiedenen Geweben relativ einfach zu isolieren und in ausreichender Menge gut zu
expandieren. AuBerdem sind sie im Gegensatz zu den embryonalen Stammzellen
immunkompatibel, so dass sie ohne Immunsuppression transplantiert werden kénnen.
Auch auf sie treffen die meisten der aufgefihrten Kriterien zu, wenn auch das MafR an
Selbsterneuerung und das Differenzierungspotential im Vergleich zu den embryonalen
Stammzellen eingeschrénkt ist (Verfaillie 2005;Verfaillie 2002). Der Begriff der adulten
Stammzelle schlieBt alle Stammzellen ein, die postnatal von einem Organismus ge-
wonnen werden kénnen und bezeichnet somit undifferenzierte Zellen in einem diffe-
renzierten Gewebeverband. Alle adulten Gewebe besitzen Stammzellpopulationen,
die im Falle eines Traumas oder einer Krankheit die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
besitzen.

Unter den Begriff der adulten Stammzellen fallen also auch die erstmals 1966 von
Friedenstein et al. (Friedenstein et al. 1966) identifizierten fibroblastenartigen Zellen
des Knochenmarkes. Die von Friedenstein als ,Colony-Forming Unit Fibroblasts®
(CFU-F) bezeichneten Zellen blieben bei Kultivierung in vitro undifferenziert, entwickel-
ten aber bei entsprechender Induktion knochen- und knorpelartige Zellformationen
(Friedenstein 1976). Diesem grundlegenden Meilenstein in der Erforschung adulter
Stammzellen folgten zahlreiche Untersuchungen der multipotenten Zellen aus dem
Knochenmark. Dies ist auch der Grund fiir die Vielzahl von unterschiedlichen Be-
zeichnungen, die fir diese Zellen kursieren: Wahrend Mets und Verdonk 1971 (Mets
und Verdonk 1981) noch ganz allgemein von einer ,stromal cell“ sprechen, entschei-
den sich Owen und Mitarbeiter 1988 (Owen 1988) fir den Ausdruck ,(marrow) stromal
stem cell®, betonen also den Stammzellcharakter der Zelle. Im Laufe der Zeit entste-
hen weitere Bezeichnungen wie ,marrow stromal fibroblast (Kuznetsov et al. 1997),
.marrow stromal cell“ (Prockop 1997), ,bone marrow stromal (stem) cells“ (Gronthos et
al. 2003a;Gronthos et al. 2003b) oder ,Multipotent Adult Progenitor Cells (MAPC)®
(Reyes und Verfaillie 2001;Verfaillie et al. 2002). Eine relativ weit verbreitete Bezeich-
nung geht auf Caplan (Caplan 1991) zurlck, der seine Uber einen Dichtegradienten
aus dem Knochenmark gewonnen Zellen als mesenchymale Stammzellen (MSC) be-

zeichnete. Die Namensvielfalt spiegelt auch die vielfaltigen Isolations- und Kultivie-
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rungsmethoden, und die damit verbundene lange Zeit uneinheitlichen Definitionen die-
ser Zellen wieder. Die ,International Society of Cellular Therapy (ISCT)“ gab aber 2006
erstmals minimale Kriterien flr die von ihnen als ,multipotent mesenchymal stromal
cells® bezeichneten Zellen heraus, die vielleicht in Zukunft als Definitionsgrundlage
verwendet werden (Dominici et al. 2006). Als erstes Kriterium stellen sie die Plastikad-
harenz unter Standard Kulturbedingungen heraus. Zweitens missen die Zellen ein
bestimmtes Muster an Oberflachenmolekiilen expremieren (Expression von CD105,
CD73 und CD90; Fehlen der Expression von CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79aq,
CD19 und HLA-DR). Als Letztes von der ISCT festgelegtes Kriterium missen die Zel-
len in vitro in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten differenzieren (Dominici et
al. 2006). Dies erfolgt nach ausreichender Proliferation der Zellen durch eine Umstel-
lung auf spezifische Kulturbedingungen, die eine Entwicklung in eine bestimmte me-
senchymale Linie induzieren.

Uber diese Kriterien hinaus ist aber mittlerweile bekannt, dass MSC in der Lage sind
auch in Gewebe zu differenzieren, welche nicht dem embryonalen Mesoderm ent-
springen. So gelang z.B. die Differenzierung in neuronales Gewebe (Azizi et al.
1998;Kopen et al. 1999), und Nerven (Woodbury et al. 2000), aber auch zu Epithelge-
webe von Leber, Lunge und Darm (Jiang et al. 2002;Reyes et al. 2002).

Zellen die den von der ISCT angeflihrten Kriterien entsprechen, finden sich nicht nur
im Knochenmark, sondern auch in einer Reihe von anderen Geweben, wie z.B. im
Periost (Nakahara et al. 1991), in der Synovialmembran (De Bari et al. 2001), im Mus-
kel (Bosch et al. 2000), in der Dermis (Young et al. 2001), im peripheren Blut (Zvaifler
et al. 2000), im Nabelschnurblut (Erices et al. 2000), aber auch im Fett (Zuk et al.
2001;Zuk et al. 2002).

1.6.1 Stammzellen aus Fettgewebe

WeiBes Fettgewebe hat die Fahigkeit, sich wahrend des gesamten Lebens auszudeh-
nen bzw. zu schrumpfen. Dies wird durch die Anwesenheit von vaskuldren und nicht-
vaskularen Zellen ermdglicht, die einen Pool an Stamm- und Progenitorzellen mit ein-
zigartigen regenerativen Eigenschaften zur Verfugung stellen (Strem et al. 2005). Wie
bei Knochenmarksstammzellen ist die Bezeichnung von Stammzellen aus Fettgewebe

uneinheitlich. Gangige Bezeichnungen sind Namen wie ,adipose stromal cells”, ,adi-
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pose progenitor cells® oder ,processed liposuction aspirates® (De Ugarte et al.
2003;Zuk et al. 2001;Zuk et al. 2002;Halvorsen et al. 2000). Hier soll -wie in der Mehr-
zahl der Verodffentlichungen (Gronthos et al. 2001;Hattori et al. 2004;Knippenberg et
al. 2005;Lin et al. 2006;Strem et al. 2005)- im Folgenden von ,Adipose (Tissue) deri-
ved Stem Cells® (ASC) gesprochen werden. Mesenchymale Stammzellen, die aus

dem Knochenmark stammen, sollen in dieser Arbeit im Weiteren zur besseren Ab-
grenzung BMSC (=bone marrow derived stem cells) genannt werden.

Fettgewebe ist eine attraktive Quelle fir die Gewinnung von adulten Stammzellen, da
die Entnahme des Fettgewebes im Vergleich zur Gewinnung von Knochenmark viele
Vorteile bietet. Der Entnahmeeingriff ist unkompliziert, weniger invasiv, weitgehend
schmerzfrei und kann unter lokaler Betdubung durchgefihrt werden. AuBerdem kdn-
nen aus humanem Fettgewebe gréBere Mengen an Stammzellen gewonnen werden
als aus Knochenmark (4 x 10’ Zellen/100 ml Fettaspirat versus 1 x 10°Zellen aus 30ml
Knochenmark (Dragoo et al. 2003), was fir den Einsatz im Tissue Engineering von
Vorteil ist.

Typisch fir ASCs ist ihr, im Vergleich zu BMSC langer anhaltendes Proliferationsver-
mdgen bis zur 13. Passage (Zuk et al. 2001); bzw. bei anderen Autoren bis zur 20.
Passage (Lee et al. 2004); auBerdem die geringe Sterblichkeitsrate auch in hohen
Passagen (Zuk et al. 2001). Phanotypisch unterscheiden sich die Zellen wiederum
kaum von BMSCs: Wagner et al., wie auch Lee et al konnten Uberhaupt keine Unter-
schiede im Muster der Oberflachenproteine feststellen (Wagner et al. 2005;Lee et al.
2004); Zuk und Mitarbeiter (2002) nur bei 2 von 17 untersuchten Oberflachenmarkern.
Auch die Genexpressionsprofile ahnelten sich weitgehend; erhéhte Expression zeigte
sich lediglich bei Genen, die fir die Proliferation wichtig sind (Lee et al. 2004); was mit
dem festgestellten erhéhten Proliferationspotential von ASC in Einklang steht.
Zahlreiche Studien demonstrierten die in vitro Differenzierungsfahigkeit von ASC in die
klassischen mesenchymalen Linien (Adipogenese, Chondrogenese, Osteogenese,
Myogenese) (Bunnell et al. 2008;Winter et al. 2003;Zuk et al. 2001;Zuk et al. 2002;De
Ugarte et al. 2003;Sakaguchi et al. 2005;Dragoo et al. 2003;Halvorsen et al.
2001;Kern et al. 2006;Lee et al. 2004;Wagner et al. 2005;Hattori et al. 2004). Beim
direkten Vergleich der Differenzierungsfahigkeiten von ASCs und BMSCs kamen die
Mehrzahl der Studien (Kern et al. 2006;Lee et al. 2004;Hattori et al. 2004;De Ugarte et
al. 2003;Wagner et al. 2005;Zuk et al. 2002) zu dem Ergebnis, dass nur geringgradige
oder keine Unterschiede bestehen (s.u.)
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Auch nicht-mesenchymale Differenzierungswege wurden untersucht. Planat-Benard et
al. (2004) konnten die Tansdifferenzierung in Richtung Endothelzellen, Rangappa et
al. (2003) in Richtung Kardiomyozyten und Safford et al. (2004) in die neurogene Rich-

tung nachweisen.

Adipogenese

Angesichts der Herkunft von ASC ist es nicht verwunderlich, dass humane ASC in
spezifischen Induktionsmedien zahlreiche Adipocyten-typische Gene, wie unter ande-
rem Lipase, Leptin oder Glutamin 4 exprimieren. AuBerdem entwickeln humane ASC
genauso wie BMSC die typischen intrazelluldren Vakuolen, was als definitiver Marker
fir Adipogenese gilt (Sen et al. 2001;Zuk et al. 2001;Zuk et al. 2002).

Chondrogenese

Die Chondrogenese wird standardmaBig in Hochdichte-Pelletkulturen (Sphéaroiden)
durch Zugabe von Wachstumsfaktoren induziert. Dabei wird vor allem der
Transforming Growth Factor B (TGFB), aber auch der Insulin-Like Growth Factor (IGF)
oder eines der Bone Morphogenic Proteine (BMP) verwendet. Diese Spharoide
produzieren groBe Mengen extrazellularer Matrixmolekile, wie z.B. Proteoglykane,
Kollagen Il und IV oder Aggrecan. Die Chondrogenese der Spharoide lasst sich
histologisch Uber eine Alzianblaufarbung (Anfarbung der fir die Knorpelmatrix
typischen sulfatreichen Proteoglykane bei niedrigem pH) oder immunhistochemisch
Uber eine Kollagenfarbung nachweisen.

Obwohl ein den BMSCs entsprechendes chondrogenes Differnzierungspotential von
ASCs von mehreren Autoren bestétigt wurde (Zuk et al. 2001;Zuk et al. 2002;Lee et al.
2004;Wagner et al. 2005;Kern et al. 2006), gibt es auch Studien, die daraufhindeuten,
dass Unterschiede in der Chondrogenese von ASC und BMSCs existieren (Winter et
al. 2003;Sakaguchi et al. 2005;Estes et al. 2006;Hennig et al. 2007;De Ugarte et al.
2003). So konnte De Ugarte et al (2003) ausschlieBlich fir ASC eine chondrogene
Differenzierung nachweisen, nicht aber fir BMSC. Andere sprechen wiederum von
einem 90% reduzierten chondrogenen Potential von humanen ASCs gegenlber
BMSCs bei Induktion mit TGFB-3 (Hennig et al. 2007;Winter et al. 2003). Dieses redu-
zierte Potential konnte aber durch die Kombination von TGFB-3 mit BMP-6 ausgegli-
chen werden, wobei die Verwendung von BMP-6 alleine keine Erfolge erzielte (Hennig
et al. 2007). Auch Estes et al. (2006) stellten einen chondrogenen Effekt von BMP-6
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auf ASC fest, der im Gegensatz zum osteoinduktiven Effekt von BMP-6 auf BMSC
steht, allerdings stellte diese Arbeitsgruppe die besten Ergebnisse flir BMP6 alleine
fest.

Es gibt auch Hinweise auf das chondrogene Induktionspotential von BMP-2, wie Stu-
dien von Mehlhorn et al. (2007) fir ASC und Indrawattana et al. (2004) fir BMSC zei-

gen.

Osteogenese

Die Fahigkeit von BMSC zur Osteogenese ist weitgehend bekannt (Owen und Frie-
denstein 1988;Jaiswal et al. 1997;Bruder et al. 1997;Pittenger et al. 1999). Beobach-
tungen bei Patienten mit der seltenen Erkrankung ,Progressive osseare Heteroplasie®,
bei der sich im subkutanen Fettdepot kalzifizierte Kndtchen bilden, unterstitzen die
Vermutung, dass auch im Fettgewebe Zellen mit den gleichen Fahigkeiten wie BMSC
sitzen (Shore et al. 2002;Kaplan und Shore 2000). Zahlreiche Arbeitsgruppen isolier-
ten Zellen aus dem Fettgewebe, die in vitro zu Osteoblasten differenzieren kdnnen
(Zuk et al. 2001;Halvorsen et al. 2001;Dragoo et al. 2003;Hattori et al. 2004;0gawa et
al. 2004). Dabei wurden hauptsachlich humane ASC verwendet, seltener auch ASC
aus Maus, Ratte oder Kaninchen.

Unter osteogenen Bedingungen, die denen fiir BMSC entsprechen, expremieren ASC
genauso wie BMSC Gene und Proteine, die mit Osteoblasten assoziiert werden. Dazu
zahlen die ALP, Kollagen Typ 1, Osteopontin, Osteocalcin, Osteonectin oder auch
BMPs und ihre Rezeptoren. ASC sind auBerdem, ebenso wie BMSC, fahig minerali-
sierte Matrix zu synthetisieren, was sich z. B. Uber eine Alizarinfarbung nachweisen

|&sst.

Auch Uber die Fahigkeit von ASC zur Knochenbildung in vivo existieren mittlerweile
einige Studien. Die Mehrzahl dieser Studien untersuchte die Knochenbildungsfahigkeit
an intramuskularen oder subkutanen Implantationsmodellen (Dragoo et al.
2003;Hattori et al. 2006;Kakudo et al. 2007;Lin et al. 2006;Zheng et al. 2006;Lee et al.
2003a). Die Arbeitsgruppen um Kakudo und Hattori kamen in ihren vergleichenden
Studien zu dem Schluss, dass die Knochenbilungsféhigkeit von ASC und BMSC sich

nicht unterscheidet.

29



Schrifttum

1.7  Plattchenreiches Plasma (PRP)

Als osteoinduktive Komponente des Tissue Engineering stellt Plattchenreiches Plasma
als kérpereigene Quelle von Wachstumsfaktoren eine attraktive Alternative zu teuren,
kinstlich hergestellten Wachstumsfaktoren dar.

Der mdgliche Nutzen von Thrombozytenkonzentraten bei der Knochenregeneration
wurde bereits in mehreren Studien untersucht. Trotz der uneinheitlichen Ergebnisse
dieser Studien wird PRP heute schon - vor allem in der Zahnmedizin -klinisch zur
Knochenregeneration eingesetzt. Auch im orthopadischen Bereich existieren einige
Studien Uber den Nutzen dieses autologen Produktes im Bereich der Knochenheilung,
wobei eine positive Wirkung nicht immer nachgewiesen werden konnte (Aghaloo et al.
2002;Aghaloo et al. 2005;Gandhi et al. 2006;Kitoh et al. 2007;Wiltfang et al.
2003;Sarkar et al. 2006;Fennis et al. 2005;Froum et al. 2002).

1.7.1 Inhaltsstoffe von PRP

PRP, auch bekannt als PRGF (platelet rich growth factors; (Anitua 1999), kann mithilfe
unterschiedlicher Verfahren hergestellt werden. Je nach Verfahren kann sich die er-
zielte Anreicherung der Thrombozyten und damit der Wachstumsfaktoren erheblich
unterscheiden. So schwankt beispielsweise die Anreicherung von TGFB zwischen 52
ng/ml und 170 ng/ml ebenso wie die Thrombozytenzahl von 433 x 10° bis 1.086 x 10°
(Marx 2004).

Thrombozyten spielen eine wichtige Rolle wahrend der Wundheilung. Sie sind in ihrer
nicht aktivierten Form kleine runde Scheiben mit einem Durchmesser von 1-3 um und
zirkulieren im Blut vorzugsweise in der Néhe des Endothels ohne sich an dieses anzu-
lagern oder untereinander zu aggregieren. Kommt es zur Verletzung des Endothels
und damit zum Freilegen des subendothelialen Gewebes, binden die Thrombozyten
tber Rezeptoren auf ihrer Oberflache (Glykoproteine) an subendotheliale Strukturen.
Durch diese Thrombozytenadhasion werden die Blutplattchen aktiviert und verandern
ihr Aussehen von der Scheibenform zu einer Kugelform mit der Ausbildung von Pseu-
dopodien. AuBerdem werden aus den Granula der Thrombozyten verschiedene In-
haltsstoffe freigesetzt, die ihrerseits zu einer Aktivierung weiterer Thrombozyten, aber
auch zu einer GefaBkontraktion fihren. Das Endziel des kaskadenartig ablaufenden

Gerinnungsprozesses ist die Bildung von Fibrin. Das durch das dichte Fibrinnetz ver-

30



Schrifttum

starkte Koagel verschlie3t die verletzte Stelle solange, bis die Wundheilung durch Fib-
roblasten abgeschlossen ist.
Zusatzlich zu der Funktion der Thrombozyten in Hamostase, Entziindungsgeschehen
und Wundheilung, spielen Thrombozyten auch bei der Reparatur von mineralisiertem
Gewebe eine Rolle (Barnes et al. 1999;Gentry 1992).
In den Alpha-Granula der Thrombozyten werden zahlreiche Plasmaproteine, die Blut-
gerinnungsfaktoren V und VII, sowie eine Reihe verschiedener Wachstumsfaktoren
gespeichert. Einhergehend mit der Aktivierung und Formverédnderung nach Adhasion
kommt es zu einer Stimulation des Stoffwechsels der Thrombozyten und zur Sekretion
einer Reihe von bioaktiven Molekilen, wie Wachstumsfaktoren, Chemokine, bioaktive
Amine, Arachidonsaure-Metaboliten, extrazellulare Matrixproteine und kleine Memb-
ranfragmente, die als Mikropartikel bezeichnet werden (Gruber et al. 2004;Aukhil
2000;Deodhar und Rana 1997).
Zu den wichtigsten Wachstumsfaktoren, die aus Thrombozyten freigesetzt werden
zéhlen:

e Transforming Growth Factor-B (TGF-B),

e Platelet Derived Growth Factor (PDGF),

e Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),

¢ Insulin-like Growth Factor-I (IGF-1),

e Epidermal Growth Factor (EGF)

e Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)

e Interleukin-1 (IL-1)

Transforming Growth Factor

Der Transforming Growth Factor ist ein zu den Zytokinen z&hlendes Signalmolekail.
Diese Signalmolekile kénnen in 2 groBe Gruppen eingeteilt werden: die TGF-a- und
die TGF-B-Superfamilie, mit der dazugehérenden Gruppe der Bone Morphogenetic
Proteins (BMP).

Bislang wurde bei Sdugetieren drei verschiedene Isoformen mit verschiedenen biolo-
gischen Effekten auf das Epithel, Endothel und das lymphatische, myeloische und
mesenchymale Gewebe, identifiziert (TGF-$ 1 bis 3).
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TGF-B wird von nahezu allen Zellen synthetisiert und auch die TGF-Rezeptoren sitzen
auf allen Zellen. Dementsprechend beeinflusst TGF-B fast jeden physiologischen Pro-
zess auf irgendeine Art und Weise.

Er beeinflusst die Proliferation verschiedenster Zellen (zumeist als Suppressor), au-
Berdem die Migration und Differenzierung (Gleizes et al. 1997;Hock und Canalis
1994;Hom et al. 2002).

Lawrence zeigte 1996, dass TGF-B die Proliferation endothelialer, epithelialer und
hamopoetischer Zellen hemmt, wohingegen Zellen mesenchymalen Ursprungs stimu-
liert werden (Lawrence 1996). Proliferationsférdernd wirkt TGF- also auf Fibroblas-
ten, glatte Muskelzellen und Osteoblasten (Harris et al. 1994).

AuBer der mitogenen Wirkung auf Osteoblasten ist TGF-B an der Knochenheilung zu-
satzlich im Rahmen der Regulation von Osteoblasten, Osteoklasten, Chondrozyten
und mesenchymalen Zelle beteiligt (Mundy 1996). Wéhrend der Knochenresorption
wird TGF-B in aktiver Form freigesetzt, so dass es direkt seine biologischen Effekte
auf die Zielzellen austben kann (Pfeilschifter und Mundy 1987). Durch TGF-3 1 wird
die Osteoklastenformation und Knochenresorption inhibiert, sowie die Apoptose von
Osteoklasten unterstitzt (Pfeilschifter et al. 1988;Harris et al. 1994). Interessant ist
auBerdem, dass TGF- die Differenzierung von Osteoblasten in vitro inhibiert, obwohl
es die Proliferation von Osteoblasten stimuliert (Harris et al. 1994).

In der Chondrogenese spielt TGF-B eine zentrale Rolle fiir das Chondrozyten-
wachstum und bei der Differenzierung (Fukumura et al. 1998).

Rekombinantes TGF-B, das in einer latenten Form produziert wird, besitzt in vivo eine
Halbwertszeit von Uber 100 Minuten bei der Ratte, wohingegen das aktivierte Molekl
innerhalb von 2-3 min von der Leber verstoffwechselt wird (Wakefield et al.
1990;Gleizes et al. 1997).

Platelet Derived Growth Facor (PDGF)
1974 entdeckten Ross und Mitarbeiter (Ross et al. 1974), dass ein Faktor, der von

Thrombozyten produziert wird, das Wachstum von glatten Muskelzellen aus Affen sehr
effektiv anregt. Dieser Faktor wurde entsprechend seinem Vorkommen ,Plateled deri-
ved growth factor genannt.

Dieser Faktor besteht aus zwei Polypeptidketten (A und B), die Uber eine Disulfidbri-
cke miteinander verbunden sind. Daraus bestehen die seit langem bekannten Isofor-
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men PDGF-AA, PDGF-BB und PDGF-AB.; erst seit kiirzerem sind zusatzlich PDGF-C
und D bekannt (Bergsten et al. 2001;Li et al. 2000).

Aus den Blutplattchen wird mit 70% hauptsachlich PDGF-AB freigesetzt, gefolgt von
30% PDGF-BB (Hammacher et al. 1988;Kilian et al. 2004).

PDGF initiiert die Bindegewebsheilung, sowie Knochenregeneration und —reparatur.
PDGF spielt auBerdem eine wichtige Rolle bei der Angiogenese, der Makrophagenak-
tivierung und als systemischer oder lokaler Regulator des Zellwachstums (Hock und
Canalis 1994). So fungiert er als mitogener Faktor fur Bindgewebszellen wie z. B. Fib-
roblasten der Haut (Rutherford und Ross 1976) oder flr einige epitheliale und endo-
theliale Zellen (Brewitt und Clark 1988), aber z.B. auch auf humane Osteoblasten aus
spongiésem Knochen oder osteogenen Zelllinien (Tsukamoto et al. 1991).

Neben der stimulierenden Wirkung auf die Replikation von Knochenzellen (Hock und
Canalis 1994), steigert PDGF auch die Anlagerung von mineralisierter Matrix und zeigt
bei in vivo Untersuchungen einen Steigerung der Knochenheilung (Pfeilschifter et al.
1990). Die osteogene Differenzierung von MSC wird durch die Zugabe von PDGF je-
doch herabgesetzt (Cassiede et al. 1996).

Zusaztlich zu den mitogenen Eigenschaften, hat PDGF eine chemotaktische Wirkung
auf Osteoblasten und Fibroblasten (Lind 1998;Mannaioni et al. 1997;Godwin und Sol-
toff 1997), aber auch auf mesenchymale Stammzellen, sowie auf glatte Muskelzellen,
Neutrophile und mononukleare Zellen (Tzeng et al. 1985). AuBerdem spielt er in allen
drei Phasen der Wundheilung eine Rolle, einschlieBlich der Angiogenese, Reepithelia-

sierung und der Bildung von fibrésem Gewebe (Hosgood 1993).

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Dieses dimere Glykoprotein spielt eine wesentliche Rolle in der Angiogenese, stellt es

doch einen endothelspezifischen Wachstums- und Permeabilitdtsfaktor dar (Ferrara
und Davis-Smyth 1997;Wheeler et al. 1995). Zahlreiche Studien beweisen vor allem
die mitogenen Eigenschaften auf Endothelzellen (Ferrara 2000). Er wirkt auBerdem

chemotaktisch auf Makrophagen und Endothelzellen.

Insulin-Like Growth Factor (IGF)
Die IGFs sind die in der Knochenmatrix am haufigsten vorkommenden Wachstumsfak-

toren (Solheim 1998). Sie regulieren Knochenzellen auf autokrine oder parakrine Wei-
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se, indem sie die DNA-Synthese, die Osteocalcin-Synthese sowie die Aktivitat der Al-
kalischen Phosphatase stimulieren (Canalis und Lian 1988;Hock et al. 1988). In vivo
konnten eindrucksvolle Effekte auf die Knochenbildung gezeigt werden (Hock et al.
1988); zum Beispiel die Stimulation des Langenwachstums von Knochen bei Wachs-

tumshormon defizienten Mausen.

Basic Fibroblastic Growth Factor (bFGF)
Dieser Fibroblastenwachstumsfaktor wurde als endothelmitogener Wachstumsfaktor

der Makrophagen identifiziert (Zheng et al. 1997;Cross und Claesson-Welsh 2001).
Unter der Wirkung dieses angiogenen Faktors kommt es in Organen zur Proliferation
der GefaBzellen und zum Zellwachstum. Er entfaltet seine Wirkung insbesondere un-
ter hypoxischen Bedingungen. Eine weitere Wirkung dieses Proteins ist die Stimulati-
on von Motalitét, Migration und Differenzierung von Epithelzellen.

Es existieren verschiedene Subtypen, die jedoch alle dieselbe biologische Aktivitat

besitzen.

Epidermal Growth Factor (EGF)
Dieser Faktor stimuliert gleichzeitig die Mitose von Fibroblasten, Endothelzellen und

Keratinozyten und stimuliert somit die Wundheilung (Bennett et al. 2003).

1.7.2 Funktionsweise des PRP

PRP wirkt Gber die Degranulation der alpha-Granula der Thrombozyten, die, wie be-
schrieben, verschiedene Wachstumsfaktoren enthalten. Die aktive Sekretion dieser
Faktoren wird durch den Gerinnungsprozess des Blutes verursacht und beginnt inner-
halb von 10 Minuten nach Koagulation (Marx 2004). Mehr als 95% der vorproduzierten
Wachstumsfaktoren werden innerhalb einer Stunde freigesetzt (Kevy und Jacobson
2001). Viele der Wachstumsfaktoren liegen in den Thrombozyten in inaktiver Form vor
und werden nach Beginn der Gerinnung Uber die Zellmembran freigegeben. In diesem
Prozess fusionieren die alpha-Granula mit der Zellmembran, wodurch die Wachstums-
faktoren durch z. B. Anlagerung von Histonen oder Carboanhydraten in die bioaktiven
Formen umgewandelt werden. Deshalb werden Thrombozyten, die durch den Herstel-
lungsprozess beschadigt wurden, keine bioaktiven Wachstumsfaktoren mehr freiset-

zen kénnen (Marx 2004). Auch eine Aktivierung der Thrombozyten beim Herstellungs-

34



Schrifttum

prozess des PRP, fuhrt zu einer frihzeitigen Degranulation der alpha-Granula und
somit zum Verlust von Wachstumsfaktoren (Eppley et al. 2004).

Die freigesetzten Wachstumsfaktoren binden sofort Gber transmembrane Rezeptoren
an die entsprechenden Zellen der Umgebung. Mesenchymale Stammzellen, Oste-
oblasten, Fibroblasten, Endothelzellen sowie Zellen der Epidermis besitzen beispiels-
weise solche Rezeptoren fir die in den Platichen enthaltenen Wachstumsfaktoren
(Marx et al. 1998). Die transmembranen Rezeptoren aktivieren endogene Signalprote-
ine, die wiederum die Expression von Gensequenzen der Zelle verursachen, so dass
es zur Zellproliferation, Matrixsynthese, Osteoidproduktion, Kollagensynthese etc.
kommt.

Nach dem ersten AusstoB3 von Wachstumsfaktoren synthetisieren und sezernieren die
Thrombozyten fUr ihre restliche Lebensdauer von sieben Tagen zusatzliche Wachs-
tumsfaktoren. Nach ihrem Absterben (bernehmen Makrophagen, die durch die
Thrombozyten angezogen wurden die Regulation der Wundheilung zum Teil Uber die-

selben Wachstumsfaktoren wie Thrombozyten.

Typischerweise wird in experimentellen Arbeiten Thrombin und Calcium verwendet,
um die Thrombozytenaggregation und —degranulation, und damit die Ausschittung
der Wachstumsfaktoren auszulésen. Die dadurch entstehende Gelform vereinfacht
auBerdem die Handhabung. Thrombin spielt eine zentrale Rolle in der Gerinnungs-
kaskade. Es spaltet Fibrinogen zu Fibrin, fihrt zur Thrombozytenaggregation und fahrt
somit zur Bildung eines stabilen Koagels. Die Bindung von Thrombin an trans-
membrane Rezeptoren flhrt Gber komplexe Signallbertragungswege zu einem An-
stieg der intrazellularen Kalziumkonzentrationen. Die Thrombozytenaktivierung zeigt
einen biphasischen Kalziumbedarf: Der initiale Kalziumanstieg stammt aus intrazellu-
laren Speichern; die spateren Phasen der Degranulation kénnen jedoch nur in Anwe-
senheit von extrazellularem Kalzium stattfinden (Lasne et al. 1995). Dabei regulieren
Kalzium und Thrombin konzentrationsabhangig die Ausschittung von Wachstumsfak-
toren (Frechette et al. 2005;Lacoste et al. 2003). Die letztendlich freigesetzten Wachs-
tumsfaktor-Konzentrationen hangen aber nicht nur von den eingesetzen Kalzium und
Thrombinmengen ab: Wie zu Anfang erwéahnt, unterscheidet sich die Thrombozyten-
zahl je nach Herstellungsverfahren. Die Thrombozytenkonzentration wiederum korre-
liert nach Meinung einiger Autoren mit der Konzentration an freigesetzten Wachstums-
faktoren (Babbush et al. 2003;Dugrillon et al. 2002;Zimmermann et al. 2001). Andere
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Gruppen konnten eine Korrelation zwischen Wachstumsfaktoren-Konzentrationen und
Thrombozytenzahlen nicht bestatigen (Weibrich et al. 2002;Lacoste et al. 2003;Eppley
et al. 2004). Sie stellten auBerdem groBe interindividuelle Unterschiede an Wachs-
tumsfaktoren fest (Beispiel TGF-B1: 1,5 bis 366,1 ng/ml).

1.7.3 PRP in der Knochenregeneration

In der Knochenheilung wirken die Wachstumsfaktoren der Thrombozyten vor allem in
der Frihphase Uber die Proliferation und Differenzierung der mesenchymalen Zellen,
aber auch Uber die chemotaktische Wirkung auf Leukozyten und Makrophagen (Quiri-
nia 1999;Lawrence 1998;Deodhar und Rana 1997). Auch die fur PDGF, TGF-B, VEGF
und BFGF nachgewiesene angiogenetische Wirkung ist flr die Knochenheilung wich-
tig (Nwomeh et al. 1998).

Schon 1964 berichtete Schulte et al. Uber die Verwendung von autologen Blutproduk-
ten zur Unterstlitzung der Knochenregeneration nach Zystektomien. Doch erst 30 Jah-
re spater griffen Yamato et al. (1996) die Verwendung von autologen Blutprodukten
wieder auf, und zwar als Gewebekleber zur Blutstillungen. Die ersten Beschreibungen
der Herstellung von PRP stammen von Withmann et al. (1997), der es zur beschleu-
nigten Knochenregeneration in der Kiefer- und Gesichtschirurgie einsetzte und zudem
einen positiven Einfluss auf die Weichteilheilung bemerkte.

Die erste klinische Studie mit insgesamt 88 Patienten stammt von Marx et al (1998).
Dabei wurde bei Unterkieferrekonstruktionen zusatzlich zu autologen Knochentrans-
plantaten PRP eingesetzt. Die Gruppe konnte dadurch eine Steigerung der Knochen-
dichte von 19% im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielen, die ausschlieBlich mit dem
Knochentransplantat behandelt wurde. Danach folgten einige Studien, die ebenfalls
einen positiven Effekt von PRP auf die Knochenregeneration in verschiedenen Model-
len beobachten konnten (Camargo et al. 2002;Gandhi et al. 2006;Kassolis und Rey-
nolds 2005;Kitoh et al. 2004;Wiltfang et al. 2003;Kim et al. 2002;Kassolis et al. 2000).
Demgegenlber stehen aber auch kritische Publikationen Uber die Effizienz von PRP in
der Knochenheilung (Fennis et al. 2005;Froum et al. 2002).

Auf die groBe Zahl von in vivo Studien folgten erst in den letzten Jahren auch in vitro

Untersuchungen, die die genaueren Mechanismen von PRP in Bezug auf Proliferation,
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Migration und Differenzierung der Zellen untersuchten. Die Mehrzahl dieser Studien
kommt zu dem Schluss, dass sich PRP oder die Uberstinde aktivierter Plattchen (pla-
telet released supernatant = PRS) zumindest auf die Proliferation und Migration von
mesenchymalen Stammzellen oder Knochenzellen positiv auswirkt (Weibrich et al.
2002;Gruber et al. 2002;0prea et al. 2003;Kanno et al. 2005;Kawase et al.
2005;Graziani et al. 2006).

Einige Studien belegen, zusatzlich zu den proliferativen Eigenschaften von PRP, auch
die Fahigkeit die osteogene Differenzierung zu stimulieren (Kanno et al. 2005;Goto et
al. 2006).

Demgegenulber stehen andere in vitro Studien, die sogar von einer Hemmung der Os-
teogenese durch PRP sprechen (Arpornmaeklong et al. 2004;Gruber et al.
2004;Gruber et al. 2006)
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2 Material und Methoden

2.1  Zellisolation und Expansion

Samtliche zellkulturellen Arbeiten wurden, soweit nicht anders vermerkt unter sterilen
Bedingungen an einer Sterilarbeitsbank (HeraSafe, HS18, Heraeus Instruments, Ha-
nau, D) durchgeflihrt. Alle verwendeten Lésungen wurden vor Gebrauch 20 min. bei
121°C und 1 bar Uberdruck autoklaviert (Miinchner Medizin Mechanik GmbH, Pla-
negg, D) bzw. alternativ mit Spritzen- bzw. bottle top-Filtern (Porengrdsse: 0,22 um,
Millipore, Carrigtwohill, Irland) steril filtriert.

2.1.1 lIsolation von ASC

Von insgesamt 12 Schafen wurden Fettgewebsproben (5-7 g) entnommen (siehe
2.5.3). Durch enzymatischen Verdau wurden daraus in Anlehnung an bestehende Pro-
tokolle (Hauner et al. 1989;Winter et al. 2003;Knippenberg et al. 2005) ovine mesen-
chymale Stammzellen gewonnen. Dazu wurde das Fettgewebe zweimal mit PBS mit
20 mg/ml BSA gewaschen. Um das Fett auf ca. 0,5 cm groBe Stlicke zu verkleinern
und das fibrése Material und Blutgefasse abzupraparieren, wurde das Fett in Petri-
schalen verbracht. Eine Kollagenase-Lésung (Kollagenase TypB; Roche Diagnostics,
Pharma AG, Grenzach-Wyhlen, Schweiz; Herkunft: Clostridium hydrolyticum, Spezifi-
sche Aktivitat: >0,15 U/mg) von 0,6 mg/ml wurde durch Verdinnung in Krebs-Ringer-
Puffer mit Hepes hergestellt, und das Fettgewebe mit einem aquivalenten Volumen
Kollagenase-L&sung in einem Falcon bei 37 °C fir 90 Minuten leicht geschittelt (Orbi-
talschattler, Miometra® WT 12, Géttingen, D).

Uber die anschlieBende Filtration durch eine Polypropylenmembran mit einer Poren-
gréBe von 150 um (NeolLab, Heidelberg, D) wurden unverdaute Gewebeteile und Ag-
gregate von Endothelzellen weitgehend entfernt. Nach Zentrifugation (Megafuge 1.0
R, Hereaus Instruments, Hanau, D) der Zellen bei 600g fir 10 Minuten bei Raumtem-
peratur wurde der Uberstand mitsamt der Lipidschicht verworfen und das Zellpellet
zweimal mit PBS (Phosphate buffered saline = PBS; 10-fach, Invitrogen, Steinheim, D)
gewaschen.
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Die im Expansionsmedium resuspendierten Zellen wurden in 25 cm?-Zellkulturflaschen
(Nunc, Wiesbaden, D) ausgesat. Ein bis zwei Tage nach der Aussaat wurden die ad-
harenten Zellen griindlich mit PBS gewaschen, um nicht-adharente Zellen aus der Kul-

tur zu entfernen.

2.1.2 Expansion

Die Stammzellen wurden in Zellkulturflaschen in Inkubatoren (HeraCell, Hereaus In-
struments, Hanau, D) bei 37°C und 6% CO.-Anteil kultiviert. Die Expansion erfolgte in
einem Medium nach Reyes und Verfaillie (Reyes und Verfaillie 2001). Dieses Medium
besteht aus DMEM high Glucose versetzt mit 40% MCDB 201, 2% FCS, Insulin-
Transferrin-Natriumselenit Supplement; 0,02 uM Dexamethason, 0,1 mM Ascorbinsau-
re-2-Phosphat und 1% Penicillin/Streptomycin.

Es wurde nach Herstellung steril filtriert und bei —20°C bis zur Verwendung gelagert.
Vor Gebrauch wurden 10 ng/ml EGF und 10 ng/ml PDGF beigeflgt und das Medium
nach Zugabe der Wachstumsfaktoren innerhalb einer Woche verbraucht.

Zellen, die in Monolayerkulturen wachsen, bendtigen zu ihrem Wachstum und zur Vi-
talitatserhaltung einen regelmaBigen Wechsel des Mediums, da bestimmte Bestand-
teile des Mediums einschlieBlich aller Zusatze entweder von den Zellen metabolisiert
werden, oder bei 37°C im Laufe der Zeit zerfallen. Die Intervalle der Mediumerneue-
rung und der Subkultivierung variieren abhangig vom Metabolismus und der Wachs-
tumsgeschwindigkeit der entsprechenden Zellen. In der Regel wurde zweimal pro Wo-
che das Medium gewechselt.

2.1.3 Passagierung

Haben sich die ausgesaten Zellen soweit vermehrt, dass sie die Flache nahezu voll-
standig einnehmen, wird der Zellrasen als konfluent bezeichnet.

Die Zellen sollten passagiert, d.h. abgelést und in ein neues KulturgeféaB Gberflhrt
werden, bevor die vollstandige Konfluenz erreicht wird, da bei 100% Konfluenz des
Zellrasens das Wachstum durch Kontaktinhibition beeintrachtigt werden kann. AuBer-
dem wachsen die Zellen in Multilayer und es kann zu einer spontanen osteogenen
Differenzierung kommen. Deshalb wurden die Zellen bei ca. 80% Konfluenz pass-
agiert: Die Ablésung der Zellen erfolgte mit einer auf 37°C vorgewarmten Lésung von

39



Material & Methoden

0,05%Trypsin und 0,02% EDTA (Biochrom AG, Berlin, D) in PBS. Bevor man aber das
Trypsin einwirken lasst, wurden die Zellen mit PBS gespilt, um Reste des serumhalti-
gen Mediums zu entfernen, da diese die Wirkung des Trypsins beeintrachtigen kén-
nen. Nach ca. 5 Minuten im Brutschrank I6ste sich die Zellschicht vom Boden der Zell-
kulturflasche ab. Der Ablésungsprozess wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Er
wurde als abgeschlossen angesehen, wenn die Mehrzahl der Zellen sich von der Un-
terlage abgehoben hat und abgerundet in der Trypsinierungslésung schwammen.

Mit mindestens der gleichen Menge FCS-haltigem Medium wurde die Enzymwirkung
des Trypsins inaktiviert und auch zum Teil das zytotoxische EDTA gebunden.
AnschlieBend wurden die Zellen bei Raumtemperatur mit 2009 fir 10 Minuten zentri-
fugiert und in frischem Medium resuspendiert, um die Trypsin-EDTA-L&sung vollstan-
dig zu entfernen.

Far die Zellzdhlung wurde den zu zahlenden Zellen ein Aliquot entnommen und mit
einer bestimmten Menge Trypanblau (0,4%; Sigma-Aldrich, Steinheim, D) versetzt.
Der Farbstoff Trypanblau kann die Membran lebender Zellen nicht passieren, aber das
Zytoplasma toter Zellen wird blau gefarbt, auch wenn die Zellen intakt erscheinen. Die
Zahlkammer wurde vorbereitet indem das Deckglas so auf die Kammer gesetzt wurde,
dass sich auf den leicht angefeuchteten Auflageflachen die so genannten New-
ton’schen Ringe bildeten. Dadurch wurde garantiert, dass die Ho6he der Kammer Uber-
all gleichmaBig war und das Kammervolumen dem vom Hersteller angegebenen ent-
sprach. Die mit Trypanblau resuspendierte Zellsuspension wurde vorsichtig an den
Rand der Kammer aufgetragen, so dass sich die Suspension in die Kammer hinein-
saugte und luftblasenfrei die Flache bedeckte. Die Zahlkammer wurde bei 100-facher
GesamtvergrdBerung unter Phasenkontrast mikroskopiert. Die Zellzahl der lebenden,
also ungeféabten Zellen wurde auf allen 4 GroBquadraten bestimmt. Die Zellzahl wurde
nach folgender Formel bestimmt:

Zellzahl= n*V{*vV*10*
n: Gesamtzahl lebende Zellen in allen 4 GroBBquadraten/4 GroBquadrate
Vf: Verdiinnungsfaktor
V: Volumen der Zellsuspension
10% Kammerfaktor
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2.1.4 Bestimmung der Populationsverdopplungen

Bei jeder Passagierung der Zellen wurde die Zellzahl bestimmt und die Anzahl der
Populationsverdopplungen (PD) rechnerisch nach folgender Formel bestimmit.

InN-InN,
In2

PD =

N gibt die Zahl der geernteten Zellen/cm? an, Ny die Zahl der ausgesaten Zellen/cm?.

2.1.5 Einfrieren und Auftauen

Zur Lagerung der Zellen Uber mehrere Monate wurden sie bei -80°C eingefroren.

Von allen Schafen wurden in der frihen Expansionsphase (Passage 2-4) Aliquots der
Zellen eingefroren. Jeweils 1-3 x 10° Zellen pro Kryovial (Nunc, Wiesbaden, D) wurden
in 1 ml Einfriermedium konserviert. Das Einfriermedium bestand aus 5% DMSO (Di-
methylsulfoxid, Serva, Heidelberg, D) und 95% FCS (Biochrom AG; Berlin, D). Die be-
schrifteten Kryo-Réhrchen wurden in ein Einfriergerat (Nalgene ™ Cryo, Wiesbaden,
D) gestellt, welches eine schonende Temperaturerniedrigung um 1°K/min gewéhrleis-
tet und bei -80°C gelagert.

Zur Durchfiihrung der Versuche mit PRP wurden eingefrorene ASC verwendet. Dazu
wurden die entsprechenden Kryoréhrchen im Wasserbad angetaut, anschlieBend in
45 ml DMEM (Invitrogen, Karlsruhe, D) resuspendiert und bei 200g ftr 10 min. zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in einer entsprechenden Men-
ge frischem Medium resuspendiert, in neue Kulturflaschen ausgesat, frisches Medium
hinzugegeben und im Brutschrank kultiviert.

2.2 Untersuchung des in vitro Differenzierungspotentiales

Das ,Tissue Stem Cell Committee” der ,International Society for Cellular Therapy* leg-
te die minimalen Anforderungen, die zur Charakterisierung einer mesenchymalen
Stammzelle dienen fest. Hierzu gehéren demnach die Adharenz an Plastik, die Ex-
pression von spezifischen Oberflachenmolekiilen und das multipotente Differenzie-
rungspotential (Dominici et al. 2006). Zum Nachweis des letzteren, wurde hier die Dif-
ferenzierung der Stammzellen in die adipogene, chondrogene und natlrlich osteogene
Richtung durch die Verwendung spezifischer Kulturmedien induziert. Dabei galt der

Untersuchung der Osteogenese besondere Aufmerksamkeit.
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2.2.1 Adipogene Differenzierung

Die adipogene Differenzierung wurde durch Dexamethason, Insulin, Indomethacin,
Isobutylmethylxanthine induziert. Dazu wurden 35.000 Zellen/Well aus Passage 3 in
24-Wellplatten ausgelegt. Die Zellen wurden Uber 3 Wochen mit adipogenem Medium
kultiviert. Mediumwechsel fand zweimal wéchentlich statt. Der Nachweis von Fettva-
kuolen erfolgte mittels Olrot O-Farbung.

2.2.1.1 Olrot O-Farbung

Fettvakuolen sind mittels der Olrot O-Farbung rot darstellbar. Dazu wurde der Zellra-
sen mit 4% Paraformaldehyd fir 20 min bei Raumtemperatur fixiert und anschlieBend
kurz mit Aqua dest. gewaschen. Danach wird der Zellrasen fir 5 min mit 60% Isopro-
panol bedeckt und dann 15 min bei Raumtemperatur mit Olrot-Gebrauchslésung ge-
farbt. FOr diese Gebrauchslésung werden 6 Teile einer Stammldsung mit 4 Teilen
Aqua dest. vermischt und nach 24 Stunden filtriert. Die bendtigte Stammlésung enthélt
0,5 g Olrot O (Waldeck, Division Chroma, Miinster; D), geldst in 100 ml 99% Isopro-
panol. Nach einem Waschgang mit Aqua dest. wurden reprasentative Areale des Zell-
rasens unter dem Mikroskop fotografiert.

2.2.2 Chondrogene Differenzierung

Als chondrogenes Grundmedium diente DMEM high glucose, versetzt mit Insulin-
Transferrin-Natriumselenit Supplement, Dexamethason, Ascorbinsdure, Prolin und
Bovinem Serum Albumin (BSA).

Zur Induktion der Chondrogenese wurden in Vorversuchen verschiedene Wachstums-

faktoren und deren Kombinationen untersucht.

Ansatz 1 2 3 4
Wachstums- | 15 ng/ml TGFB3 | 15 ng/ml TGFB3 | 15 ng/ml TGFB3 | Keine
Faktoren +10 ng/ml BMP2 | +10 ng/ml BMP6

Tab. 1: Kombinationen verschiedener Wachstumsfaktoren flir Chondrogenese

Nach Auswertung der verschiedenen Wachstumsfaktoren nach den ersten 6 Schafen,
wurde die Chondrogenese nur noch mit Medium 2 und 3 induziert.
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Die chondrogene Differenzierung erfolgte in der dreidimensionalen Pelletkultur (Pit-
tenger et al. 1999). Hierzu wurden je 500.000 Zellen aller Schafe (n=12) der 3. Passa-
ge mit jeweils 500 pl chondrogenem Medium mit den entsprechenden Wachstumsfak-
toren in einem Eppendorf Tube resuspendiert und bei 200 g fir 10 min bei
Raumtemperatur abzentrifugiert. Die Pellets wurden insgesamt flir 6 Wochen kultiviert.
Wahrend der ersten 2 Wochen wurde pro Pellet 500 pl Medium verwendet, danach
200pl. Der Mediumwechsel erfolgte dreimal wdchentlich.

Nach 6 Wochen wurden die Pellets in Paraffin eingebettet und histologisch ausgewer-
tet. Bei einer positiven Alzianblaufarbung erfolgte auBerdem eine immunhistologische
Auswertung (Kollagen | und II).

2.2.2.1 Fixierung und Einbettung der Pellets

FUr histologische und immunhistologische Untersuchungen wurden die Pellets nach
Waschen mit PBS mdglichst ohne Flissigkeitsreste bei -80°C bis zur Fixierung einge-
froren. Nach dem Auftauen wurden die Pellets flr 2 h in 4% Paraformaldehyd bei
Raumtemperatur fixiert. Nach Entwasserung der Konstrukte in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70% Isopropanol fir 2 Stunden oder Uber Nacht, 96% Isopropanol fiir 2
h, zweimal 100% Isopropanol fir 2 h oder Uber Nacht) wurden die Praparate abschlie-
Bend fir 2 Stunden in Aceton Uberfihrt und nach 2 h bei 60°C in flissigem Paraffin in
Paraffinblécke eingebettet. Die Blécke wurden nach Erhartung am folgenden Tag in 5
um dicke Schnitte geschnitten.

2.2.2.2 Anfertigung von Schnitten

Die Paraffinblécke wurden nach Hartung mit einem Mikrotom (Leica, Jung Histoslide
2000R, Nussloch, D) bei 5 um Schnittdicke geschnitten. Sie wurden vorsichtig mit Hilfe
einer Pinzette bei 40°C in einem Wasserbad (Medaxx, Nagel GmbH, Kiel, D) gestreckt
und auf einen Objekttrager (76 x 26 mm SuperFrost, Menzel Glaser, Braunschweig, D)
aufgezogen. AnschlieBend wurden sie auf einer Warmeplatte (Medaxx, Nagel GmbH,
Kiel, D) fir ca. 20 min bei 40°C angetrocknet und dann Uber Nacht in den 40°C war-

men Trockenschrank (Heraeus, Hanau, D) verbracht.

43



Material & Methoden

2.2.2.3 Entparaffinierung

Vor den histologischen und immunhistologischen Farbungen wurden die Schnitte zu-
nachst entparaffiniert. Dies erfolgte durch viermalige Inkubation flr 10 min in Xyloler-
satzmittel und einer anschlieBenden Rehydrierung durch eine absteigende Alkoholrei-
he von je 5 min in 100%, 96%, 70% und 50% Isopropanol, gefolgt von 5 min in Aqua
dest.

2.2.2.4 Alzianblau

Durch die Alzianblaufarbung wird die Knorpelgrundsubstanz, ein saures sulfatreiches
Proteoglykan, abhangig vom pH-Wert spezifisch angeféarbt. Im Lichtmikroskop er-
scheint das gefarbte Proteoglykan tlrkisblau, wahrend die Ubrigen Zellbestandteile
hell erscheinen. Mit einer Gegenfarbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat werden die
Zellkerne schwach rot und der Hintergrund schwach rosa angefarbt.

Nach Rehydrierung der Paraffinschnitte wurden diese zundchst 5 min in Aqua dest.
mit 3 Tropfen Essigsaure inkubiert und anschlieBend fir 30 min mit 1%iger wassrigen
Alzianblau-Lésung (Chroma, Kéngen, D; angesauert mit 500 pl/l Essigsaure) gefarbt.
Nach zweimaligem Waschen mit angesauertem Aqua dest. und nochmaligem Wa-
schen mit purem Aqua dest, erfolgte eine Kernfarbung mit Kernechtrot-
Aluminiumsulfat (Chroma, Minster, D) fir 5 min. Nach mehrfachem Spilen mit Reins-
twasser wurden die Praparate zlgig mit 96% und zweimal 100% Isopropanol (Merck,
Darmstadt, D) entwéassert. Zum Abschluss wurden die Schnitte noch flir 4 x 5min in
Xylolersatzmittel (Vogel GmbH, Giessen, D) aufgehellt und mit Eukit eingedeckt.

2.2.2.5 Kollagen Typ | und Typ Il Inmunhistologie

Fir die Immunhistochemie missen die entparaffinierten Schnitte zuerst durch zwei
Verdauschritte fur die Antikbrper zugangig gemacht werden. Dazu werden die Prapa-
rate kurz in PBS bewegt und nach einer 15 mindtigen Inkubation bei 37 °C in Hyluroni-
dase (2mg/ml PBS; Merck, Darmstadt, D) mehrfach mit PBS gewaschen und an-
schlieBend fir 30 min mit Pronase (1mg/ml PBS; Roche Diagnostics, Pharma AG,
Grenzach-Wyhlen, Schweiz) ebenfalls bei 37 °C verdaut.

Nach erneutem Waschen wurde zur Blockierung unspezifischer Hintergrundfarbung
fir 30 min mit 5% BSA/PBS bei Raumtemperatur inkubiert.
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Uber Nacht fand die Inkubation mit einer 1:1000 Verdiinnung des Primar-Antikérpers
a-human Kollagen Typ | (Klon I-8H5) bzw. Typ Il (Klon [I-4C11) von der Firma MP Bi-
omedicals, Ohio, USA gel6st in 1% BSA/PBS bei 4°C statt. Am nachsten Tag wurde
die Flussigkeit abgetropft und Uberschissiger Primarantikdérper durch 3-faches Wa-
schen mit Tris-gepufferter Saline (TBS) entfernt. Danach wurde der Biotin-konjugierte
Ziege anti-Maus IgG Antikdrper in einer Konzentration von 2 pg/ml TBS ftr 30 min bei
Raumtemperatur auf die Schnitte aufgebracht. Wieder erfolgten 3 flinfminditige
Waschschritte mit TBS. Der nun bendétigte Streptavidin-Biotin-Komplex wurde jeweils
eine halbe Stunde vor Verwendung frisch angesetzt. Dazu wurden 45 pul Streptavidin
Lésung und 45 pl biotinylierte alkalische Phosphatase Lésung zu 5 ml 50 mM Tris-
Puffer (pH: 7,6) gegeben und dunkel gestellt. Dieser Komplex wurde nach erneutem 3-
maligem Waschen mit TBS auf die Schnitte aufgebracht und fir 30 min inkubiert. Ab-
schlieBend wurde nach dreifachem Waschen mit TBS fir 10-20 min unter Lichtaus-
schluss eine Fast-Red-Lésung (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) aufgebracht, mit Aqua
dest. abgestoppt und die Schnitte in Aquatex (Merck, Darmstadt, D) permanent einge-
deckt.

2.2.2.6 Beurteilung der Chondrogenese

Die mit Alzianblau gefarbten Schnitte wurden bei 100-facher VergréBerung untersucht
und nach folgendem einfachen semiquantitativen Score von 1-3 eingeteilt: Keine An-
farbung (1), schlechte bis maBige Farbung (2), und sehr gute Anfarbbarkeit (3) Die
Beurteilung der Kollagen Typ Il gefarbten Schnitte erfolgte anhand desselben Sche-

mas.
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Abb. 2: Einteilung der Alzianblaufarbung (A, C, E und G) und Kollagen Typ | Immunhistochemie (B, D, F
und H), in sehr gute (A und B), bzw. mé&Big-schlechte Farbung (C und D, E und F. ) und negativ (G und
H)

2.2.3 Osteogene Differenzierung

Zur Induktion der Osteogenese wurden je 35.000 Zellen/Well in eine 24-Wellplatte
unter osteogenen Medieneinflissen (Dexamethason, L-Ascorbinsaure-2-Phosphat, B-
Glycerophosphat) flr einen Zeitraum von 28 Tagen Kkultiviert (Pittenger et al.
1999;Pittenger et al. 2000).

Der Mediumwechsel erfolgte zweimal wochentlich.
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Die in vitro Osteogenese wurden mit den Zellen aller Schafe nach P3 durchgefihrt
(n=12). Als Negativkontrolle diente Verfaillie-Medium (flr n=6).

Da die ovinen ASC in ersten Vorversuchen eine verlangsamte osteogene Differenzie-
rung unter den fir humane Stammzellen geeigneten Bedingungen zeigten, wurde zur
Verbesserung der Osteogenese zusatzlich ein auf 20%FCS aufgestockies osteogenes
Medium verwendet.

Der Nachweis einer effektiven osteogenen Induktion erfolgte zum Einen -analog friihe-
rer Arbeiten (Vogel et al. 2006)- histochemisch jeweils im Doppelansatz mit Alizarinrot-
S (Fa Waldeck GmbH&Co0.KG, Division Chroma; Kéngen D). Zum Anderen wurde die
ALP Aktivitat aus Zelllysaten, ebenfalls im Doppelansatz, bestimmt. Beide Ergebnisse
wurden jeweils auf die entsprechende Proteinmenge normiert, die aus den entspre-
chenden Zelllysaten bestimmt wurde.

Beide Auswertungen wurden im Zeitverlauf an Tag 1, 7, 14, 21 und 28 vorgenommen.

2.2.3.1 Alizarinfarbung

Die Alizarinfarbung erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Stanford (Stanford
et al. 1995). Nach vorsichtigem Spulen der differenzierten Monolayer mit PBS, wurden
die Zellen mithilfe von 70%igem eiskaltem Ethanol fur eine Stunde fixiert. Das durch
die osteogene Differenzierung in den Stammzellen abgelagerte Kalzium wird mit 200
ul je well Alizarinrot-S fir 10 Minuten angeférbt. Durch das anschlieBende mehrfache
Waschen des Monolayers mit Aqua dest. wird Uberschiissige Farbe entfernt und nur
die vom Kalzium gebundene Menge Farbstoff bleibt zurlick. Durch Zugabe von 200 pl
je Kavitat Cetylpyridiniumchlorid-L6sung (C-9002, Sigma-Aldrich, Steinheim, D) far
ebenfalls 10 Minuten Iésen sich die Zellen ab und es erfolgt ein Farbumschlag in das
Violette.

Abb. 3: Alizarinfarbung an Tag 14 (A); Farbumschlag mit Cetylpyridiniumchlorid (B)
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Die gebundene Farbstoffmenge, die proportional zur jeweiligen Menge abgelagerten
Kalziums ist, wurde dann im ELISA MRX Lesegerat (Dynatech Laboratories, Chantilly,
USA) bei 570 nm bestimmt: dazu werden je 20 pl der Farblésung jeder Kavitat mit
180ul Cetylpyridiniumchlorid (CPC) in einer 96-well Platte vermischt. Der Standard
wird ausgehend von einer Lésung mit 500 pg Alizarinrot/ml durch 1:2 Verdinnungen
mit Cetylpyridiniumchlorid-Lésung hergestellt.

Zur Normierung der Ergebnisse werden sie auf einen Wert bezogen, der die im Well
vorhandene Zellmenge widerspiegelt. In der vorliegenden Arbeit wurde dazu, der Pro-

teinwert herangezogen, der wie unten beschrieben, aus den Zelllysaten bestimmt wird.

2.2.3.2 Herstellung von Zelllysaten

Parallel zu den zwei wells, die pro Zeitpunkt fir die Alizarinfarbung vorgesehen sind,
wird fur die Herstellung von Zelllysaten die entsprechende Zellzahl in zwei weitere
wells ausgelegt.

Zelllysate werden mit Hilfe von 0,01% Triton X 100 (Fluka, Neu-Ulm, D) hergestellt.
Triton ist ein nicht-ionisches Detergens, das zur Isolierung von Membranproteinen in
ihrer aktiven Form verwendet wird. Nicht-ionische Detergenzien werden als nicht de-
naturierend betrachtet, da sie eher Lipid-Lipid- und Lipid-Protein-Verbindungen spalten
als Protein-Proteinverbindungen.

Zur Herstellung der Lysate wird das Medium entfernt und der Monolayer mit PBS
gewaschen. Daraufhin wird der Monolayer fir 5-10 min mit 500 pl 0,01%Triton X 100
bedeckt. Der Zellrasen wird dann mit einer Pipettenspitze abgekratzt und die gelésten
Zellen in ein Eppendorftube Uberflhrt. Die Zelllysate werden bis zur Aufarbeitung bei
-20°C gelagert.

2.2.3.3 Bestimmung der ALP-Aktivitat

Die ALP-Aktivitat ist ein gangiger Marker fur die Differenzierung von Osteoblasten. Da
die Alkalische Phosphatase ein membranstandiges Protein ist wird sie aus Zelllysaten
bestimmt. Das Testprinzip beruht auf dem Umsatz des Substrates para-
Nitrophenylphosphat (pNPP) durch die ALP, wodurch es zu einem Farbumschlag
(gelb) kommt.
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Far die Herstellung der 30 mM Substratibsung wird eine Kapsel p-
Nitrophenylphosphat (#104, Phosphatase Substrat, Sigma-Aldrich, Steinheim, D) in
12,67 ml ALP-Puffer (150 mM NaHCO3; 1 mM MgCl,. pH:10,3) gelést. Zur Messung
der ALP-Aktivitat wurden je 100ul des aufgetauten Lysats in Doppelansatzen mit 100
ul der Substratldsung in einer 96-well Platte fir einen bestimmten Zeitraum inkubiert.
Die Dauer der Inkubation richtete sich nach dem Farbumschlag und lag bei den unter-
suchten Proben bei 3-5 Stunden. Als Leerwert dienten 100 pl 0,01% Triton X 100 mit
100 pl Substratldsung. Der Umsatz des Substrates wurde im ELISA MRX Lesegerat
(Dynatech Laboratories, Chantilly, USA) bei 405/490 nm gemessen. Bei jedem Assay
wurde eine Standardkurve mit einer p-Nitrophenol Standardlésung von Sigma
(#N7660, Sigma-Aldrich, Steinheim, D), mit einer Ausgangskonzentration von 100
ug/ml; hergestellt und die Konzentrationen der Proben durch Interpolation bestimmt.
Die ALP-Aktivitat wird bezogen auf die Proteinmenge angegeben, die aus demselben
Lysat bestimmt wird.

2.2.3.4 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration aus den Zelllysaten wurde der Micro
BCA™ Protein Assay Reagent Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, Irland) verwendet.
Diese Methode beruht auf dem sensitiven kolorimetrischen Nachweis eines Bicincho-
ninsaure (BCA)/Cu*-Farbkomplexes, der durch die reduzierende Wirkung von Protei-
nen auf Cu®-lonen und anschlieBende Inkubation mit Bicinchoninsdure entsteht
(Smith et al., 1985). Der entstehende violette BCA/Cu*-Komplex ist proportional zur
Proteinmenge und hat sein Absorptionsmaximum zwischen 540-590 nm. Die Protein-
bezugskurve wird mit verschiedenen BSA-Konzentrationen erstellt (0,5 pg/ml bis 200
pug/ml).

FOr den Assay wurden je 150 pl des 1:10 verdinnten Lysates in Doppelansatzen mit
je 150 ul des Arbeitsreagenz kurz geschuttelt und dann fir 2 Stunden bei 37°C inku-
biert. Das Arbeitsreagenz, das zu Beginn jedes Assay neu hergestellt wurde, bestand
aus 25 Teilen Reagenz MA (Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat und Natriumtartrat in
0,2 N NaOH), 24 Teilen Reagenz MB (Bicinchoninsaure) und ein Teil Reagenz MC
(Kupfersulfat).

Die Proteinkonzentration wurde bei einer Wellenldnge von 570 nm im ELISA MRX Le-

segerat (Dynatech Laboratories, Chantilly, USA) gemessen.
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2.3 Charakterisierung von PRP/FFP

Sowohl far die in vitro, als auch fur die in vivo-Versuche wurde PRP aus der Blutbank
Dusseldorf verwendet. Zur Herstellung des PRP wurden tagesfrische Vollblutkonser-
ven gesunder mannlicher und weiblicher Spender unter 45 Jahren genutzt. Zur Auf-
rechterhaltung des Erythrozytenstoffwechsels und zur Hemmung der Gerinnung wurde
das Blut im Verhédltnis 1:10 mit dem Acid-Citrat-Dextrose-Stabilisator (ACD-
Stabilisator) versetzt. Die Plattchenisolierung erfolgte innerhalb 1 bis 2 Stunden nach
der Blutabnahme nach einer modifizierten Form der von Mustard et al. (Mustard et al.
1972) beschriebenen Methode:

Dazu wurde das ACD-Blut 20 min lang bei Zimmertemperatur und 150g zentrifugiert.
Das aus den Uberstéanden gewonnene plattchenreiche Plasma wurde mit silikonisier-
ten Pasteurpipetten gesammelt und in silikonisierte Réhrchen aus Glas tberfiihrt und
15min bei 2200g und Zimmertemperatur zentrifugiert. Die resultierenden Plattchense-
dimente wurden dreimal mit einer Pufferlésung gewaschen. Die Pufferlésung enthielt
unter anderem humanes Albumin, um das synthetische Milieu an physiologosche Ver-
héaltnisse anzugleichen und Heparin um einer Thrombinbildung vorzubeugen.
Zusétzlich wurde PGE; zugesetzt was Uber eine Stimulation der Adenylatzyklase ei-
nen Anstieg der zytoplasmatischen cAMP-Konzentration bewirkt und somit die Ruhe-
form der Plattchen stabilisiert und einer eventuellen Plattchenaktivierung bei der Zent-
rifugation vorbeugt.

Zur Minimierung interindividueller Unterschiede wurde das PRP von 3 Spendern
(Spender 1: 34 Jahre, mannlich; Spender 2: 21 Jahre, weiblich; Spender 3: 32 Jahre,
mannlich) gepoolt. Nach dem Poolen wurde das PRP in 50ml Falcons (Nunc, Déne-
mark) abgefillt und bei -20°C eingefroren. Fir die in vitro Versuche wurde es vorsich-
tig bei Raumtemperatur aufgetaut und in kleineren Aliquots (1-2ml) erneut eingefroren.
Das bedeutet, daB fur die in vivo Versuche das PRP nur einmal direkt fur die Versuche
aufgetaut wurde, wahrend es flur die in-vitro Versuche zweimal aufgetaut werden
musste.

Als Kontrolle wurde in vitro zusatzlich Fresh Frozen Plasma (FFP) eingesetzt, das
ebenso aus der Blutbank Dusseldorf stammte. Sofort nach Gewinnung des Plasmas
durch Zentrifugation wurde es tiefgefroren. FFP unterscheidet sich von PRP durch das
Fehlen von Thrombozyten und somit auch der darin enthaltenen Wachstumsfaktoren.
Es enthélt aber alle anderen Substanzen, die in PRP auch vorliegen, wie beispielswei-
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se Gerinnungsfaktoren, Faktoren der Fibrinolyse und des Komplementsystems, Albu-
mine und Globuline. FFP, in anderen Studien auch als plattchenarmes Plasma (engl.
Platlet poor plasma =PPP) bezeichnet, dient deshalb als wertvolle Kontrolle, mit der
verifiziert werden kann, ob die beobachteten Effekte tatsachlich auf die in den Throm-
bozyten enthaltenen Wachstumsfaktoren zurlickzufihren sind.

Es wurde ebenfalls gepooltes FFP (3 Spender) verwendet.

Zur besseren Charakterisierung des PRP/FFPs wurde die Thrombozytenzahl, sowie
der Gehalt der wichtigen Wachstumsfaktoren PDGF-AB und TGF-B1 bestimmt. Um
die Wachstumsfaktoren freizusetzen wurden die Thrombozyten degranuliert, indem
das PRP wie von Weibrich et al. 2002 vorgeschlagen eingefroren und wieder aufge-
taut wurde (Weibrich et al. 2002).

2.3.1 PDGF-AB ELISA

Fir die Bestimmung von PDGF-AB wurde der Quantikine® Human PDGF-AB Immu-
noassay verwendet (DHDOOB; R&D Systems, Minneapolis, USA). Dieser Test beruht
auf dem Prinzip des quantitativen Sandwich Enzym Immunoassay.

Nach Zentrifugation der Proben bei 1000g fiir 15 Minuten wurden 10ul des Uberstan-
des abgenommen und 1:50 mit Calibrator Diluent RD6-11 verdinnt.

Die Platten dieses Testverfahren sind bereits mit einem fir PDGF-BB spezifischen
monoklonalen Antikérper beschichtet. Nach Zugabe von 100 pl des Verdinnungsmittel
RD1X und von je 100 ul der zu untersuchenden Proben und Standards, wird wahrend
der 3-stiindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur alles verfligbare PDGF-AB an
den immobilisierten AntikGrper gebunden. Nach viermaligem Abwaschen der nicht ge-
bundenen Substanzen mit Waschpuffer, wird die Platte griindlich ausgeklopft um alle
Reste des Waschpuffers zu entfernen. AnschlieBend wird ein fir PDGF-AA spezifi-
scher, polyklonaler Antikérper, der mit einem Enzym (Meerrettich-Peroxidase) verbun-
den ist (200 pl PDGF-AB Konjugat) hinzugegeben und fir eine Stunde bei Raumtem-
peratur inkubiert. Nach Abwaschen aller ungebundenen Antikérper-Enzymkomlexe,
erfolgte die Zugabe von 200 ul Substratlésung und 30-minUtiger Inkubation bei Licht-
ausschluss, die zu einer Farbentwicklung fihrte, die im direkten Verhaltnis zu der an-
fangs gebundenen PDGF-AB Menge steht. Nach 30 Minuten wird die Enzymreaktion
mit 50 pl Stopplésung (2 N Schwefelsaure) beendet und die optische Dichte mit dem
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ELISA MRX Lesegeréat (Dynatech Laboratories, Chantilly, USA) bei 450/570 nm ge-
messen.

Als Standard wurde das im Kit enthaltene humane PDGF-AB in Konzentrationen von
bis 31,2 pg/ml bis 2000 pg/ml verwendet.

2.3.2 TGF-p1 ELISA

Auch fir die Bestimmung von TGF-B1 wurde ein quantitativer Enzym Immunoassay
der Firma R&D Systems, Minneapolis, USA (Quantikine® Human TGF-B1 Immunoas-
say; DB100B) benutzt.

Die Proben wurden dazu ebenfalls fir 15 Minuten bei 1000g zentrifugiert. Um das in
latenter Form vorliegende TGF-B1 zu aktivieren, wurden 40 ul des Uberstandes mit 20
il 1N Salzsaurelésung (HCI) versetzt, resuspendiert und fir 10 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Danach wird die Probe durch Zugabe von 20 pl HepesLdsung
(1,2 N NaOH/0,5 M Hepes) neutralisiert. Bevor der eigentliche Assay beginnt wird die
aktivierte Probe auBerdem 1:20 mit dem Calibrator Diluent RD5-26 verdiinnt, so dass
eine endgultige Verdlinnung der Ausgangsmenge um den Faktor 40 vorliegt.

In die, bereits mit Antikérper (spezifisch flir TGF-B1) beschichtete Platte werden je 50
ul des Verdiinnungsmittels RD1-73 und je 50 pl der Standardlésungen, bzw. der akti-
vierten Proben pipettiert. Nach Inkubation fir zwei Stunden bei Raumtemperatur wird
die Platte vier Mal mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend, zur Entfernung aller
Waschpufferreste ausgeklopft. AnschlieBend werden je 100 ul des TGF-p1- Konju-
gats, also des fur TGF- 1 spezifischen, an das Enzym gebundenen Antikérper zuge-
geben und nochmals fir zwei Stunden inkubiert. Nach erneutem grindlichem Wa-
schen werden 100 pl Substratlébsung zugesetzt und fir 30 Minuten unter
Lichtausschluss inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl Stopplésungen, wurde die Platte
im ELISA MRX Lesegerat (Dynatech Laboratories, Chantilly, USA) bei 450/570 nm
gemessen.

Die Standardreihe wurde mit dem beigefiigten humanen TGF-B1 in einer Verdin-

nungsreihe von 31,2 pg/ml bis 1000 pg/ml hergestellt.
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2.4 In vitro Versuche mit PRP

Um die Effekte von PRP in vivo besser nachvollziehen zu kénnen, wurden die Auswir-
kungen von PRP in vitro, sowohl auf das Proliferationsverhalten, als auch auf die Os-
teogenese von ovinen ASCs untersucht.

Dazu wurden die kryokonservierten Zellen (P3) der Schafe, bei denen auch in vivo

zusatzlich PRP eingesetzt wurde, aufgetaut.

2.4.1 Untersuchung der Osteogenese und Proliferation unter dem Einfluss
von PRP/FFP

Fir die Untersuchung des Einflusses von PRP auf die Osteogenese wurde das be-
schriebene osteogene Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen (1 und 10%)
von aktiviertem PRP bzw. FFP versetzt. Die Aktivierung des eingefrorenen PRPs er-
folgte zum einen durch eine 30 minltige Inkubation im 37°C warmen Wasserbad, und
zum anderen durch eine 10%ige- Kalziumchloridlésung mit Thrombin (aus dem Fibrin-
kleber-Kit Tissucol Duo S 1ml Immuno von Baxter, UnterschleiBheim) in der Konzent-
ration von 20 IE Thrombin/ml CaCl. Die zusatzliche Aktivierung mit der Thrombin-
Kalziumlésung erfolgte in Anlehnung an die in vivo Bedingungen, da dort die dadurch
entstehende zahflissige Konsistenz die Handhabung erleichterte.

Die unterschiedlich supplementierten Medien wurden jeweils einen Tag vor Gebrauch
frisch zubereitet. Dazu wurde die Thrombin-Calciumlésung im Verhaltnis 1:8 mit der
bendtigten Menge PRP vermischt, so dass 2,2 |[E pro ml PRP eingesetzt wurden.
Nach kurzem Abwarten wurde das schon etwas zah gewordene Gel dem entspre-
chenden Medium zugegeben. Durch mehrmaliges Resuspendieren entstand im Medi-
um ein Thrombozytenaggregat, dem nun Uber Nacht die Mdglichkeit gegeben wurde
Wachstumsfaktoren an das Medium abzugeben.

Als Positivkontrolle diente osteogenes Medium (10%FCS), als Negativkontrolle Verfail-
lie-Medium inklusive Wachstumsfaktoren.

Die Zellen wurden in 24-well Platten (35.000 Zellen/well) ausgesat und fir 21 Tage
kultiviert. Zur Beurteilung der Osteogenese wurde an Tag 1,7,14 und 21 jeweils eine
Alizarinfarbung durchgefiihrt und die Gesamtproteinkonzentration aus den Lysaten
bestimmt (2.2.3.1; 2.2.3.2; 2.2.3.4).
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Die Gesamtproteinkonzentration wurde auch herangezogen um das Proliferations-
verhalten der Zellen in den unterschiedlich supplementierten osteogenen Medien zu
beurteilen.

Insgesamt wurden also folgende Gruppen untersucht:

Medium Untersuchungen

Osteogenes Medium Alizarinfarbung, Bestimmung der Gesamt:
Osteogenes Medium + 1%PRP proteinmenge aus den Lysaten
Osteogenes Medium + 10%PRP anTag 1,7, 14 und 21

Osteogenes Medium + 1%FFP
Osteogenes Medium + 10%FFP
Verfaillie-Medium (mit PDGF und EGF)

Tab. 2: Gruppeneinteilung fiir die Untersuchung des Proliferationsverhaltens

2.5 Tierversuch

Das Tierexperiment fand im AO Forschungsinstitut in Davos statt und wurde durch das
Amt flr Lebensmittelsicherheit und Tiergesundheit Graublinden, Chur genehmigt
(Tierversuchsbewilligungsnummer: GR26/2006).

Ziel des Tierversuchs war es zum Einen herauszufinden, ob der Einsatz von Stamm-
zellen aus Fettgewebe bei der Heilung von langstreckigen, gewichtstragenden Kno-
chendefekten gleichwertig ist zum Einsatz von Knochenmarksstammzellen. Zum An-
deren interessierte uns ob der Zusatz von platichenreichem Plasma die
Knochenregeneration verbessern kann.

Fr die Beantwortung der genannten Fragestellungen wurde ein Modell des Knochen-
defektes kritischer GréBe an der Schafstibia gewahilt.

Entsprechend der unterschiedlichen Defektflillung wurden 4 Gruppen gebildet. Bei den
ersten beiden, in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gruppen A und B wurde zur
Flllung des Tibiadefektes mineralisiertes Kollagen mit autologen ASC, mit oder ohne
PRP verwendet.

Im Rahmen anderer Doktorarbeiten unserer Arbeitsgruppe (Jana Vohrer und Nina
Siebert) wurde mineralisiertes Kollagen mit humanen MSC und mineralisiertes Kolla-
gen alleine (Negativkontrolle) zur Defektfilillung verwendet und konnten fiir diese Stu-

die als Vergleichsgruppen herangezogen werden.
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Die Tab. 3 zeigt die Anzahl der Versuchstiere, deren Histologien, CT- und Réntgenbil-
der in die Auswertung miteinbezogen werden konnten, da aufgrund von vorzeitigen

Toétungen nicht alle Versuchtiere die Standzeit von 6 Monaten erreicht haben.

Defektfullung mit: Anzahl der Anzahl der Tiere mit
operierten Tiere: | 6-monatiger Standzeit

Gruppe A Mineralisiertem Kollagen mit 7 5
autologen ASC

Gruppe B Mineralisiertem Kollagen mit 5 5
autologen ASC
und dem Zusatz von PRP

Vergleichsgruppe C| Mineralisiertem Kollagen mit 5 5
autologen BMSC

Vergleichsgruppe D| Mineralisiertem Kollagen 5 5

ohne Zellen

Tab. 3: Gruppeneinteilung

2.5.1 Versuchstiere

Es wurden insgesamt 22 weibliche, nicht tragende Schweizer Alpenschafe verwendet.
Die Tiere waren ca. 3 Jahre alt, wogen durchschnittlich 65 kg und stammten aus ein-
heitlicher Zucht des Herrn Urban Lanker, Lengmatta, CH-7276 Davos Frauenkirch. Bei
der Auswahl der Tiere wurde auf &hnliche GréBenverhéltnisse der Tibia geachtet. Alle
Tiere wurden routinemaBig alle 4 Monate mit 0,2 mg/kg Moxidectin (Cydectin®, Wyeth
Pharmaceuticals, Minster, D) p.o. und 0,2 mg/kg Doramectin (Dectomax®, Pfizer,
Karlsruhe) s.c. entwurmt. Die Unterbringung der Tiere erfolgte im Tierstall des AO For-
schungsinstitutes, ClavadelerstraBBe 8, CH-7270 Davos Platz.

2.5.2 Tierhaltung

Die Tiere wurden in Einzelboxen mit visuellen, olfaktorischen und akustischen Kon-
taktmdglichkeiten zu ihren Artgenossen gehalten. Der Zugang zu Wasser war unein-
geschrankt méglich. Die Tier erhielten Stroh ad libitum, Heu, Kraft- und Mineralfutter
einmal taglich. AuBerdem wurden ihr Allgemeinzustand 2-3-mal taglich von einer er-

fahrenen Person Uberpruft.
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2.5.3 Fettentnahme

Von insgesamt 12 Schafen wurden Fettgewebsproben (5-7g) fir die Isolierung me-
senchymaler Stammzellen enthommen. Das Fettgewebe wurde bei den Versuchstie-
ren unter Lokalanadsthesie (2-5ml Lidocain s.c; Lidocain 2%, Streuli&Co AG, Uznach,
Schweiz) und Sedation entnommen. Die Sedation erfolgte mit Ketamin (Ketasol-100®
Graub AG, Bern, Schweiz) in einer Dosierung von 2 mg/kg i.m. und Detomidin (Domo-
sedan®, Pfizer, Karlsruhe, D) mit 0,05mg/kg ebenfalls intramuskular. Zur analgeti-
schen Abdeckung wurde Fentanyl (Sintentyl®, Sintetica, Mendrisio, Schweiz) intrave-
nds als Dauertropfinfusion verabreicht (ca. 5-10 pug/kg i.v.). Die Entnahmestelle fir das
subkutane Fett befand sich paravertebral auf Héhe der Hungergrube. Der entspre-
chende Bereich wurde geschoren, chirurgisch gereinigt und steril abgedeckt. Nach
einem Hautschnitt von 3-5 cm wurde das subkutane Fett freiprépariert und mit Hilfe
von Schere und Skalpell entnommen und direkt in die entsprechend beschrifteten Fal-
cons mit PBS mit 20 mg/ml Bovinem Serum Albumin (BSA) und 1% Penicil-
lin/Streptomycin tberflihrt.

Der Transport nach Heidelberg erfolgte in diesen Falcons gewarmt auf 37 °C.

2.5.4 Besiedelung der Konstrukte

Der Zelltrager aus mineralisiertem Kollagen (Healos®, DePuy, USA) wurde mittels
Aufpipettieren auf die trockene Membran mit 2 x 10’ Zellen besiedelt. Das Gesamtvo-
lumen wurde an die DefektgroBe angepasst und betrug 5,3 cm®. Nach Abwarten der
Adhéarenz wurde das Konstrukt mit Medium bedeckt und Gber Nacht in den Brut-

schrank gestellt, und innerhalb der nachsten 2 Tage implantiert.

2.5.5 Operationsdurchfiihrung

2.5.5.1 Narkose und Analgesie

Praoperativ wurden die Tiere 24-36 Stunden bei freiem Zugang zu Wasser gefastet.
Die Pramedikation erfolgte mit 0,2 mg/kg Diazepam (Valium®, Roche Diagnostics,
Pharma AG, Grenzach-Wyhlen, Schweiz) i.v. und 0,06 mg/kg Butorphanol (Morpha-

sol®, Graub, Bern, Schweiz).
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Die Narkose wurde mit 4-8 mg/kg Thiopenhal (Pentothal®, Abott AG, Baar, Schweiz)
i.v. unter Kontrolle der Reflexe eingeleitet, bis die Intubationsfahigkeit erreicht wurde.
Das Tier wurde im sedierten Zustand in Rechtsseitenlage auf den Tisch verbracht und
endotracheal intubiert. Zur Vermeidung einer Pansentympanie wurde eine Magenson-
de platziert. Das Beatmungsgerat (Stephan Respirator ABV Universal) wurde auf kon-
trollierte Atmung mit einem Atemzugsvolumen von 10ml/kg KGW und einer Atemfre-
quenz von 16 Atemzlgen je Minute eingestellt und an den Tubus angeschlossen. Die
Narkoseerhaltung erfolgte durch 1,5 - 3% Isofluran (Abott AG, Baar, Schweiz) in Sau-
erstoff. Zusatzlich wurde eine Spinalanasthesie mit 0,05 mg/kg Xylazin (Xylazin Streuli
ad us vet.; Streuli&Co.AG, Uznach, Schweiz) oder alternativ eine kombinierte N. femo-
ralis- und N. ischiadicus-Blockade durchgefihrt.

Zur Narkoselberwachung wurde ein EKG abgeleitet, ein Pulsoxymeter angebracht,
der arterielle Blutdruck und die innere Kérpertemperatur gemessen und der Kohlen-
stoffdioxidgehalt der Atemluft mittels Kapnographie bestimmt. Die perioperative intra-

vendse Volumentherapie erfolgte mit 10 ml/kg/h Ringerlactat (Braun, Melsungen, D).

Vor Zugang zum Operationssaal erfolgte die Schur, chirurgische Reinigung und Desin-
fektion der rechten Hinterextremitat.

Zur Ausleitung der Narkose wurde die Isofluranzufuhr abgestellt und die Tiere von der
Beatmung entwdhnt und nach Erlangen der Schutzreflexe extubiert.

Zur postoperativen Analgesie erhielten die Schafe kurz vor Ende der Operation 4
mg/kg Carprofen (Rimadyl®, Pfizer, Karlsruhe) i.v., was auch flr weitere 5 Tage ein-
mal taglich subkutan appliziert wurde. AuBerdem wurde den Tieren zur weiteren anal-
getischen Abdeckung flr 3 Tage dreimal taglich 0,01 mg/kg Buprenorphin (Temge-
sic®, Essex, Mlnchen) i.m. verabreicht

2.5.5.2 Operationstechnik

Nach Fixierung der Tiere auf dem Operationstisch, Desinfektion und Abdeckung des
Operationsfeldes erfolgte medial ein ca. 10 cm langer Hautschnitt Gber dem Tibia-
schaft. Nach Freipraparieren des Tibiaschaftes wurde medial eine winkelstabile Car-
bonplatte (Snake-Plate, icotec, Altsstatten, Schweiz) angepasst und anschlieBend
wieder entfernt. 7 cm proximal des Malleolus medialis wurde vorlibergehend ein 2,8

cm langer Metallblock mit einer Schraube befestigt.
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Abb. 4: Metallblock

Durch eine Osteotomie mit einer oszillierenden S&ge an dem proximalen und distalen
Ende des Metallblocks, entsteht insgesamt durch den zusatzlich beim Sagen entstan-
denen Materialverlust eine DefektgréBe von 3 cm. Das Periost wurde Uber die gesam-
te Defektlange sorgféltig entfernt und zusatzlich am distalen und proximalen Haupt-
fragment Gber die Lange von 1 mm abgeschoben.

Nach Schaffung des Defekts wurde die Carbonplatte in die vorgebohrten Bohrl6-
cher angebracht. Zur zusatzlichen Stabilisierung des Defektes wurde von anterior
eine 4,5 mm LCP (Locking Compression Plate, Synthes, Solothurn, Schweiz) in
winkelstabiler Technik angebracht. Der entstandene Defekt wurde je nach Ver-
suchsgruppe unterschiedlich aufgeflllt (Tab. 4). AnschlieBend erfolgte der schich-
tweise Wundverschluss und die Anlage eines sterilen Verbandes.
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‘Mineralisiertes Kollagen * _
- +Zellen |

Abb. 5: OP-Ansicht: mit mineralisiertem Kollagen und Zellen gefullter Defekt

Mineralisiertes Kollagen,

besiedelt mit 2 x 10" ASC (1-2 Tage vor OP)
Mineralisiertes Kollagen,

besiedelt mit 2 x 10" ASC (1-2 Tage vor OP)

Zugabe von 40 ml PRP, aktiviert mit 5ml der unter 2.4.1

Gruppe A

Gruppe B

beschriebenen Thrombin-Kalziumlésung

Mineralisiertes Kollagen,
besiedelt mit 2 x 10" BMSC (1-2 Tage vor OP)
Mineralisiertes Kollagen

Gruppe C

Gruppe D

Tab. 4: Defektflllung entsprechend der Versuchsgruppe

2.5.6 Postoperative Nachbehandlung und Monitoring

Nach der Narkoseausleitung wurden die Tiere in Einzelboxen verbracht und in Unter-
stitzungsgurte gehangt. Die postopertive Analgesie erfolgte nach dem unter 2.5.5.1
beschriebenem Schema flir 5 Tage. Etwa 8 bis 12 Stunden nach der Operation wur-
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den die Tiere langsam angeflttert. Die Operationswunde wurde taglich kontrolliert und
nach 7 Tagen der Verband entfernt.

Abb. 6: Schaf in Unterstitzungsgurt

Die Tiere standen flr 10 Wochen in den genannten Unterstitzungsgurt. Dieser lasst
zwar die volle Belastung der operierten GliedmaBe zu, verhindert jedoch ein Hinlegen
und Aufstehen und die damit einhergehende erhdhte Belastung der HintergliedmaBe

und kann so ein vorzeitiges Lockern der Implantate vermeiden.

Eine prophylaktische Gabe von Antibiotika erfolgte nicht.
In den ersten Wochen wurden die Tiere zweimal taglich, danach einmal taglich allge-

mein untersucht.

2.5.7 Radiologische Kontrollen

Die erste Rontgenaufnahme erfolgte direkt postoperativ zur Kontrolle der korrekten
Platzierung der Platten. Die weiteren radiologischen Kontrollen wurden alle 2 Wochen
und post mortem durchgeflhrt. Hierzu wurde ein digitales Réntgengerat vom Typ Phi-
lips, Trauma Diagnost benutzt. Die Tiere wurden dazu mit Detomidin (0,03 mg/kg, i.m.;
Domosedan®, Pfizer, Karlsruhe, D) sediert und von einer Hilfsperson fixiert. Die Ront-
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genbilder wurden in zwei Ebenen angefertigt: anterior/posterior (48 kV/15mAs) und
laterolateral (53 kV/ 32 mAS), wozu sich die Schafe in linker Seitenlage befanden.

2.5.8 Polychrome Sequenzmarkierung

Um Aussagen Uber den Zeitpunkt der stattgehabten Knochenneubildung treffen zu
kénnen wurden bestimmte Fluoreszenzmarker verwendet.

Den Tieren wurde dazu in der achten Woche Calceingriin (10 mg/kg s.c.; Fluka Che-
mie AG, Buchs, SChweiz) und in der zehnten Woche Xylenol Orange (90 mg/kg s.c.;
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) subkutan injiziert. Die Farbstoffe werden in den,
zum Zeitpunkt der Verabreichung, neu gebildeten Knochen eingebaut und kénnen
nach Abschluss der Versuche im histologischen Praparat unter Fluoreszenzlicht sicht-
bar gemacht werden. Die zweimalige Injektion fihrt zu einer Mehrfachmarkierung, wo-
durch sich der zeitliche Verlauf besser darstellen lasst.

2.5.9 Versuchsabschluss (Euthanasie)

Nach Ablauf von 24 Wochen wurden die Tiere durch eine intravendse Injektion von 60
mg/kg Pentobarbital (Vetnarcol®, Veterinaria, Zlrich, Schweiz) getdtet. AnschlieBend

wurden beide HintergliedmaBen im Kniegelenk exartikuliert und die Tibia prapariert.
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2.6 Auswertung der Rontgenbilder

Die Evaluation der Réntgenbilder erfolgte anhand einer neuartigen Methode, die sich
durch ein geringe Intra- und Interobserver-Varibilitat auszeichnet (Schénberger T et al.
2007). Dazu wurde die laterolateralen Aufnahmen mithilfe mit einer frei zuganglichen
Computersoftware namens GIMP (GNU General Public Licence) ausgewertet. Mit die-
ser Software ist erstmals eine objektive Quantifizierung der Knochenneubildung még-
lich.

Dazu wurde folgendermaBen vorgegangen (Abb. 7):
1. Rotation des Rdntgenbildes, so dass der Defekt genau horizontal ausgerichtet ist

2. Zur Definition der ,Region of Interest* (ROI) wird ein Rechteck mit einer definierten
GroBe (303 x 303 Pixel) in den Defektbereich gelegt.

3. Definition des Pixelbereichs der dem Bereich der Knochenneubildung (Ossifikati-
onsbereich) entspricht: Mithilfe der Farbpipette werden drei Einzelmessungen von
Pixelwerten im bindegewebigen Bereich durchgefihrt und daraus einen Durch-
schnittswert ermittelt. Durch Addition eines Puffers von 10% zu diesem Durch-
schnittswert erhalt man die untere Grenze des Ossifikationsbereichs. Als obere
Grenze werden dementsprechend die Pixelwerte der Kortikalis bestimmt. Wichtig
dabei ist, dass die Werte der Osteosyntheseplatte auBerhalb des definierten Be-
reichs liegen, so dass keine Artefakte durch die Platte entstehen. Fir eine bessere
und einfachere Evaluation der Auswertungen wurde der gesamte Ossifikationsbe-
reich in drei gleiche Teile unterteilt und als beginnende, gute und sehr gute Ossifi-
kation bezeichnet.

4. Bestimmung der Pixelwerte der drei Bereiche im Defekt mithilfe der Histogramm-
Funktion (Abb. 8)

Fir die statistische Auswertung wurden die Bereiche der guten und sehr guten Ossifi-
kation zusammengefasst und als prozentualen Anteil des neu gebildeten Knochens
am Defektbereich erfasst.
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2.7 Histologie

Flr die histologische Auswertung wurden die Proben in den Kunststoff Methylmethac-
rylat (MMA; Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) eingebettet. Die Einbettung, genauso
wie die Giemsa-Eosin-Farbung, wurde im AO Forschungsinstitut in Davos durchge-
fuhrt.

Die Fixierung der Proben erfolgte in 70% Methanol. Nach ausreichender Fixierung, in
der Regel 2 bis 4 Wochen, wurden die Proben in 70% Ethanol umgesetzt und an-
schlieBend durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96% und 100% Ethanol) ent-
wassert. Als Intermedium wurde Xylol (Siegfried CMS AG, Zofingen, Schweiz) ver-
wendet. Das Medium fur die Einbettung (MMA) wird in drei Stufen mit einem
zunehmenden Anteil eines Katalysators (Benzoyl Peroxid, Fluka Chemie AG, Buch,
Schweiz) eingesetzt. Die erste Stufe besteht aus purem MMA und die Inkubation er-
folgt far 1-3 Tage. Fir die zweite Stufe werden 100 ml MMA mit 2 g Benzoyl Peroxid
versetzt und die Proben bei 4°C einige Tage je nach GrdBe eingebettet. Als letzte Stu-
fe der Einbettung werden 100 ml MMA mit 4 g Benzoyl Peroxid versetzt und zusétzlich
20 ml Weichmacher (Dibutyl Phthalat; Fluka Chemie AG, Buch, Schweiz) hinzugege-
ben. Die Probe verbleibt fir mehrere Tage bei 4°C in dieser Lésung, wird anschlie-
Bend zur Polymerisation in ein 20°C warmes Wasserbad tberfihrt und dann zur voll-
standigen Aushartung des Kunststoffs in den Ofen verbracht.
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Nach Polymerisation des MMA wurden die Proben mit einem Sagemikrotom (Leica SP
1600) longitudinal geschnitten. Proximal und distal des Defektes waren jeweils 2-3cm
des urspriinglichen Knochens mit eingeschlossen. Die initiale Schnittdicke betrug 200
um, bei einem S&geverlust von 300um.

Far die Fluoreszenzauswertung und fir die Giemsa-Eosin Farbung wurde jeweils ein
mittig gelegener Schnitt mit einem Sekundenkleber (Cyanolit, 3M AG, Rischlikon, CH)
auf einen Plastikobjekttrager geklebt.

AnschlieBend wurden die aufgeklebten Schnitte mit dem Exakt- Mikroschleifsystem
Typ 400 CS (Exakt Vertriebs GMBH, Norderstedt, D) mit Schleifpapieren verschiede-
ner KorngréBe auf eine Dicke von ca. 100 um heruntergeschliffen und poliert.

2.7.1 Giemsa-Eosin Farbung

Diese Farbung gibt einen Uberblick fiir die morphologische Analyse von nicht entkalzi-
fizierten geschliffenen Schnitten. Mit dieser Farbung wird Bindegewebe und Muskel
blaulich dargestellt, nichtmineralsierte Knochensubstanz leuchtend blau, Knochen und
mineralsierte Strukturen rot und Zellkerne dunkelblau bis schwarz.

Zur Aufrauhung der Oberflache werden die Schnitte 30 Sekunden in einprozentiger
Ameisensédure (hergestellt aus 1,2 ml 85% Ameisensdure (Fluka Chemie AG, Buch,
Schweiz) und 98,8 ml Aqua bidest.)geschwenkt, und danach unter flieBendem Wasser
abgespdult. Durch die Ameisensaure werden die Schnitte aufgeraut, wodurch das Ein-
dringen der Farberlésung ermdglicht wird. Vor Durchfiihrung der Giemsa-Farbung
werden die Objekttrager geblottet, d.h. zwischen zwei FlieBpapierlagen getrocknet. Als
Farbelésung wurde eine 15%-ige Giemsa-Lésung verwendet. Diese wurde aus 15 ml
Giemsa-Stammlbésung (Fluka Chemie AG, Buch, Schweiz) und 85 ml Aqua bidest.
hergestellt und nach jedem zweitem Farbegang frisch angesetzt. Um den Farbevor-
gang zu beschleunigen wurde die Giemsa-L6sung in der Mikrowelle bei 700 Watt auf
57°C erhitzt. Die Praparate wurden nun fir 10 bis 60 Minuten in der Farbel6sung be-
lassen. Wahrend des Farbevorgangs erfolgten mehrere Kontrollen der Farbung unter
dem Lichtmikroskop, nach kurzem Spllen und Blotten des Objekttragers. Nach Errei-
chen einer ausreichenden und gleichmaBigen Farbung folgte die Eosin-Farbung. Dazu
wurde fur die einprozentige Stammlésung 1g Eosin Yellowish (Fluka Chemie AG,
Buch, Schweiz) in 100 ml Aqua bidest. geldst. Zur Herstellung der endgultigen Farbe-

l6sung wurden zu 100 ml der einprozentigen Eosin-Stammlésung 15 Tropfen konzen-

65



Material & Methoden

trierte Essigsaure (Fluka Chemie AG, Buch, Schweiz) zugegeben. Fur die Farbung
wurden die Praparate fir ein bis finf Minuten in die Eosin-Lésung getaucht und an-
schlieBend durch eine aufsteigende Alkoholreihe differenziert (kurzes Eintauchen in
70% Ethanol, 10 Sekunden Schwenken in 96% Ethanol und abschlieBend 2 Minuten
in absolutem Ethanol). Mit der anschlieBenden Trocknung der Praparate war der Far-
bevorgang beendet.

2.7.2 Auswertung der histologischen Schnitte

Die Beurteilung der GE gefarbten und fluoreszenzmarkierten Schnitte erfolgte an ei-
nem Axioplan Mikroskop (Imaging 2, Carl Zeiss, Oberkochen, D). Die Digitalisierung
der Aufnahmen wurde mit der Digitalkamera Zeiss Axiocam (Carl Zeiss, Oberkochen,
D) durchgefihrt und in die Software Axiovision, Version 3.1 (Carl Zeiss, Oberkochen,
D) eingespielt und kalibriert. Flr die Fluoreszenmikroskopie wurden folgende Filter-

kombinationen angewendet:

Calceingrin Xylenolorange
Anregungsfilter BP 450-490 nm BP 546 nm
Farbteiler FT 510 nm FT 580 nm
Spertrfilter BP 515-565 nm LP 590 nm
Zeiss # 10 25

Tab. 5: Filterkombinationen fur Fluorszenzmikroskopie

Zu allererst erfolgte dann eine beschreibende Analyse der Uberssichtsscans, bei der
vor allem auf die Verknécherung im Allgemeinen, sowie deren Lokalisation geachtet
wurde. Die stérker vergréBerten Schnitte wurden besonders auf Zeichen der Entzin-

dung oder AbstoBungsreaktionen gepruft.

Die quantitative Analyse erfolgte anhand zweier Scoresysteme, die fir die Beurteilung
experimenteller Knochendefekte etabliert und gangig sind. AuBerdem wurde eine Ana-
lyse mithilfe der, bereits bei der Auswertung der Réntgenbilder eingesetzten, Bildbear-
beitungssoftware GIMP durchgefiihrt. Dabei wurde die Flache des neu gebildeten

Knochens bestimmt und in Bezug zur Gesamtflache des Knochendefektes gesetzt.
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Auswertung modifiziert nach Mosheiff et al. (2003)

Vor Beginn der eigentlichen Analyse wurde eine Maske erstellt, die tber die Bilder ge-
legt werden kann und die 9 gleichgroBe, quadratische Felder (25 mm?) umfasst. Die 9
Felder sind so angeordnet, dass sie insgesamt ein groBes Quadrat ergeben (d.h. 3
proximal, 3 distal, und 3 mittig)

Zur Auswertung wurde diese Maske so Uber die eingescannten Histologien gelegt
dass das groBe Quadrat genau im Knochendefekt zu liegen kommt. In jedem der 9
Quadrate wurde nun die Verkndcherung beurteilt und dementsprechend Punkte von 0
(keine Verkndcherung) bis 2 (gute Verkndécherung) vergeben. Diese flr jedes Feld
einzeln analysierten Werte wurden zu einer reprasentativen Gesamtverkndécherung

aufaddiert.

Auswertung modifiziert nach Werntz et al. (1996)

Bei diesem Scoresystem werden 3 verschiedene Rubriken beurteilt. Zum Einen wird
die Knochenbildung (bone formation) beurteilt und in eine Punkteskala von 0-5 einge-
stuft. Die anderen beiden Rubriken sind ,Union® und ,Remodelling“, bei denen jeweils
0-4 Punkte verteilt werden. Durch Addition der Punktwerte dieser Rubriken erhalt man
den Gesamtscore.

2.8 Mikro-Computertomographie

Mit der Mikro-Computertomographie (u-CT) steht ein Verfahren zur Verfligung, das
sowohl eine zwei-, als auch dreidimensionale, qualitative und quantitative Strukturana-
lyse von Knochenproben mdéglich macht (Feldkamp et al. 1989;Ruegsegger et al.
1996) (Ruegsegger et al. 1996). Die zerstérungsfreie Untersuchung ermdglicht die
weitere Verwendung der Proben fir zusatzliche Untersuchungen, wie z. B. die Histo-
logie.

Nach Euthanasie wurde die operierte Tibia jedes Tieres exartikuliert und noch am sel-
ben Tag computertomographisch erfasst. Verwendet wurde ein CT System der Firma
Scanco Medical (X-treme CT, Scanco Medical AG, Bassersdorf, Schweiz). Es enthalt
eine Mikrofokus-Réntgenréhre mit einer FokusgréBe von 70 um. Die Rdéntgenrbhre
dieses Computertomographen arbeitet mit einer Maximalenenergie (Beschleunigungs-
spannung) von 60 kVp, einer durchschnittlicher Energie von 40keV und einer Strom-

starke von 1mA. Der hochaufldsende Detektor besitzt 3072 x 255 Detektorelemente
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und eine isotropischen Auflésungsbereich zwischen 41 und 246 um mit einem Sicht-
feld von 125 mm. Die 2D Bildmatrix reicht bis zu 3072 x 3072 Pixel.

In dieser Arbeit wurde eine isotropische Auflésung, von 82 um verwendet. Die Tibia
wurde in eine zylindrische Haltevorrichtung plaziert, so dass die mechanische Achse
des zu untersuchenden Knochens senkrecht zu den Réntgenstrahlen und parallel zur
Probenhalterung steht. Die zu messende Lange wurde anhand einer Referenzlinie
festgelegt. Das zu untersuchende Gebiet wurde folgendermafen definiert:

e Suchen des letzten Schnittes, bei dem das erste proximal Gber dem Defekt liegen-

de Schraubenloch zu sehen ist.

e Start der Evaluation 5mm, das heiBt 61 Schnitte distal des oben festgelegten
Schnittes

e Evaluation von 500 Schnitten, was einer Lange von ca. 40mm entspricht

e Von dem letzten zu evaluierenden Schnitt bis zum Anfang des nachsten distal lie-
genden Schraubenloch liegen ebenfalls ca. 5mm

Abb. 9: Festlegung des zu evaluierenden Bereichs

Die Messung jeder Probe dauert ungefahr 60 Minuten.
Die Rohdaten wurden auf der Festplatte des Computers gespeichert und die Rekon-

struktion der Schnitte startet automatisch.
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Bestimmt wurde der Knochenvolumenanteil, die so genannte Bone Volume Fraction
(BV/TV). Das ist das Verhaltnis des Volumens des trabekularen Knochens (bone vo-
lume = BV) zum gesamten Volumen (total volume = TV), innerhalb der untersuchten
Probe. Diese Definition ist von der American Society of Mineral Research anerkannt
(Parfitt et al. 1987). Der Knochenvolumenanteil wird in Prozent angegeben.

2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit der Software SPSS 15.0 (Statistical Package for
the Social Science) durchgefihrt. Aufgrund der Probenanzahl wurden Median und Mit-
telwerte, sowie Standardabweichung bestimmt.

Fir die osteogene Auswertung wurde der Wilcoxon Test verwendet, da es sich um
verbundene Stichproben handelte.

Aufgrund multipler Testungen wurde bei der osteogenen Auswertung das Signifikant-
niveau auf p<0,01 hochgesetzt; Werte von p<0,05 wurden als Tendenz angesehen.
Dabei wurde bei sehr kleinen Fallzahlen (n=5) die exakte Signifikanz, bei etwas gréBe-
ren Fallzahlen (n=12) die asymptotische Signifikanz betrachtet.

Die Ergebnisse der radiologischen und histologischen Auswertung wurden zur Erken-
nung von Signifikanzen mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) analy-
siert. Dabei wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als signifikant angese-
hen. Bei Erreichen des Signifikanzniveaus wurde im Anschluss ein post-Hoc Test
nach Tukey durchgefiihrt, der jeweils zwei Gruppen miteinander verglich. Bei der Ana-
lyse der histologischen Auswertung erfolgte dieses Vorgehen streng getrennt fir die
verschiedenen Auswertungsmethoden. AuBerdem wurde bei den Score-Methoden
nach Mosheiff und Werntz (Werntz et al. 1996;Mosheiff et al. 2003) sowohl jeder ein-
zelne Parameter als auch die Gesamtsumme getrennt untersucht.

Um den radiologischen Verlauf innerhalb einer Gruppe zu beurteilen wurde zusétzlich
fur jede Versuchsgruppe getrennt ein gepaarter t-Test berechnet. Dazu wurde zum
Einen die Verkndcherung zu einem bestimmten Zeitpunkt x mit der postopterativen
,verknécherung“ verglichen. Zum Anderen wurde der Zuwachs in den einzelnen 2-
Wochen-Intervallen statistisch untersucht, indem jeweils der Zeitpunkt x mit dem Zeit-
punkt x + 2 Wochen verglichen wurde. Bei beiden Verlaufsuntersuchungen wurde das

Signifikanzniveau auf p<0,05 gesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellisolation und Expansion

Die Isolation fibroblastendhnlicher Zellen aus ovinem Fettgewebe konnte durch mini-
male Veranderungen der bestehenden Protokolle erfolgreich etabliert werden.

Bereits ein bis drei Tage nach Isolation und Aussaat waren lichtmikroskopisch verein-
zelt fibroblastenahnliche Zellen zu erkennen. Nach etwa 5-10 Tagen haben sich die
Zellen an einigen Stellen der Zellkulturflasche zu einem konfluenten Zellrasen verdich-
tet, so dass sie durch eine Passagierung wieder vereinzelt werden mussten. In ande-
ren Bereichen war der Zellrasen noch weniger dicht. Diese Ungleichverteilung war in
den folgenden Passagen nicht mehr zu beobachten, es zeigte sich dann ein gleich-

maBig dichter Zellrasen.

Abb. 10: Tag 6 nach Isolation; verschieden dicht besiedelte Bereiche der Zellkulturflasche

Im Aussehen und im Proliferationsverhalten konnten je nach Spender geringe Unter-
schiede festgestellt werden. Insgesamt zeigten die Zellen aber ein gutes Proliferati-
onsverhalten. Die schnell wachsenden Zellen wiesen ein kompaktes, spindelférmiges
Erscheinungsbild auf (Abb. 10).

Die Populationsverdopplung pro 24 Stunden lag flir die untersuchten Spender zwi-
schen 0,57 und 2,55. Im Gesamtdurchschnitt erfolgten 1,23 Populationsverdopplun-
gen/24h. Abb. 11 zeigt die durchschnittlichen Populationsverdopplungen nach den

einzelnen Passagen.
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Abb. 11: Mittelwerte der Populationsverdopplungen/24h von Schaf 1-12 nach den Passagen 1-4 (A);

mikroskopische Ansicht von Zellen in Passage 22 (B); sowie exemplarische Darstellung der Populati-

onsverdopplungsraten bis zur Passage 10 von Schaf A1 (C)

Exemplarisch konnte fir ein Schaf (A1) gezeigt werden, dass die Populationsverdopp-

lungsrate bis zu Passage 10 sich ebenfalls in dem fiir die ersten vier Passagen ermit-

telten Bereich befanden.

In Vorversuchen konnten die Zellen aus dem Fett von

Schlachtschafen sogar Uber 22 Passagen expandiert werden. Ein Teil der Zellen zeig-

te dann zwar den altersbedingten breiteren, ausgefransten Phanotyp, andererseits

waren aber auch noch sich teilende, also proliferierende Zellen sichtbar (roter Pfeil).
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3.2 In-Vitro Differenzierungspotential

3.2.1 Adipogene Differenzierung

Eine Induktion der adipogenen Differenzierung konnte fir alle Schafe nachgewiesen
werden. Es war jedoch zu beobachten, dass die Auspragung der Adipogenese in kei-
nem Fall so deutlich ausfiel, wie das fir human ASC oder BMSC zu beobachten ist.
Zum Teils waren die typischen -durch Olrot-O rot anfarbaren- Vakuolen nur in einzel-
nen wenigen Zellen vorhanden. Auffallig war auBerdem, dass die Vielzahl kleiner, sich
in der Zelle befindlichen Vakuolen sich mit der Zeit zu einer groBen Vakuole zusam-

menschlossen und aus der Zelle sezerniert wurden.

3.2.2 Chondrogene Differenzierung

Nach Auswertung der Chondrogenese der ersten 6 Schafe mit den 4 verschiedenen
Medien, stellten wir fest, dass mit TGF-B3 alleine keine ausreichende Induktion statt-
fand. Die Pellets waren oft sehr klein, so dass sie z.T. schon wahrend der Induktions-
phase beim Mediumwechsel oder spater bei der Einbettung verloren gingen. Von den
tbrig gebliebenen, eingebetten und gefarbten 4 Pellets (von 3 Schafen) waren 2 nur
sehr schlecht und die anderen 2 Uberhaupt nicht mit Alzianblau anfarbbar. Die Nega-
tivkontrolle ohne Wachstumsfaktoren war fir 7 von 11 Pellets Alzian negativ, und fir
die restlichen 4 nur schwach anfarbbar. Eindeutige Unterschiede zwischen dem Medi-
um 2 und 3 lieBen sich zu diesem Zeitpunkt nicht feststellen.
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FiOr die Chondrogenese der ASC von weiteren 6 Schafen, wurde deshalb nur noch

das Medium 2 und 3 verwendet.

Alzianblaufarbung | Medium 1 Medium 2 Medium 3 Medium 4

(15 ng/ml TGF-B3) | (15 ng/ml TGF-B3 | (15 ng/ml TGF-B3 (ohne Wachstums-
+10 ng/ml BMP2) | + 10 ng/ml BMP8) | faktoren)

Negativ 2/4 7/11
schlecht - maBig | 2/4 4/28 16/29 4/11
sehr gut 24/28 (85,7%) | 13/29 (44,8%)

Tab. 6: Uberblick (iber die Alzianblaufirbung aller Pellets (n=12 Schafe)

Kollagen Typ Il | Medium 1 Medium 2 Medium 3 Medium 4

Férbung (15 ng/ml TGF-B3) | (15 ng/ml TGF-B3 +| (15 ng/ml TGF-B3 +| (ohne Wachstums-
ng/ml BMP2 ng/ml BMP6) faktoren)

Negative 2/2 2/15 3/3

schlecht - maBig 8/23 6/15

Gut 15/23 (65,2%) | 7/15 (46,7%)

Tab. 7: Uberblick liber die Kollagen Typ Il Inmunhistologie (n=12 Schafe)

Aus Tab. 6 und Tab. 7 wird ersichtlich, dass mit Medium 2 sowohl in der Alzianblau-
farbung, als auch in der immunhistologischen Farbung mehr als die Halfte der Pellets
eine gute Anfarbbarkeit aufwiesen (namlich 85,7% der Pellets in der Alzianblaufar-
bung, und 65,2% in der Kollagen Typ Il Farbung). Im Vergleich dazu liegen die Pro-
zentwerte flr das Medium 3 unter 50% (44,8% flr Alzianblau und 46,7% fir Kollagen

Typ II).

Insgesamt konnte fiir 11 der 12 Schafe mit Medium 2, also der Kombination von TGF-
B3 und BMP2 eine erfolgreiche Induktion der Chondrogenese nachgewiesen werden.

3.2.3 Osteogene Differenzierung

Die osteogene Differenzierung der ovinen ASC erfolgte unter dem Einfluss von (-
Glycerolphosphat, Dexamethason und Ascorbinsaure. Im Verlauf der Differenzierung
konnte bei den Zellen aller Schafe die Ablagerung von kalzium- und phosphathaltiger
extrazellularer Matrix beobachtet werden, die durch die Alizarinrot-S Farbung ange-
farbt werden konnte (Abb. 13) und anschlieBend quantitativ photometrisch ausgewer-

tet wurde.
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Abb. 13: Alizarinrotfarbung an Tag 21 makroskopisch (A); und mikroskopisch (B)

In Vorversuchen zeigten ovine ASC im Vergleich zu humanen ASCs oder BMSCs eine
etwas verzogerte osteogene Differenzierung mit dem fur humane BMSC/ASC etablier-
ten osteogenen Medium mit 10%FCS (Pittenger et al. 2000;Jaiswal et al. 2000). Da in
Versuchen anderer Arbeitsgruppen eine positive Korrelation des FCS-Gehalts im Me-
dium zur osteogenen Differenzierungsfahigkeit vermutet werden konnte, wurden zu-
satzlich Versuche mit einem auf 20%FCS-Gehalt erhdhte Kulturmedium durchgefihrt.
Ein Vergleich dieser zwei verschiedenen Kulturmedien, im Bezug zu der Negativkon-
trolle in Verfaillie-Medium ist in der folgenden Abb. 14 dargestellt. In diesem Diagramm
wird der Kalzifizierungsverlauf dargestellt. Das heiBt die gemessene Menge an Aliza-
rinrot-S bezogen auf die Proteinmenge, die aus einem parallel ausgesatem, genau
gleich behandeltem Well bestimmt wurde. Der Proteinverlauf selbst ist in Abb. 15 ge-
zeigt.
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Abb. 14: Kalzifizierungsverlauf (normiert auf Protein) der Zellen aller Schafe (Mittelwerte +/- SD von
=12, bzw n = 7 fir Negativkontrolle); 1) statistisch signifikant zu Tag1 des entsprechenden Mediums, 2)
statistisch signifikant zu Tag7 des entsprechenden Mediums, 3) statistisch signifikant zu Tag 14 des
entsprechendes Mediums, 4) statistisch signifikant zur Negativkontrolle (Verfaillie-Medium) desselben
Tages

Bei beiden Medien ist ab Tag 14 ein statistisch signifikanter Anstieg der Kalzifizierung
(p-Werte zwischen 0,002 bis 0,005) gegeniber dem Ausgangswert von Tag 1 fest-
stellbar (Abb. 14). Betrachtet man den Anstieg der Kalziumablagerung jeweils von
Messzeitpunkt zu Messzeitpunkt, so fallt auf, dass mit dem 10%FCS-haltigen Medium
ein statistisch signifikanter Anstieg vom Tag 14 auf den Tag 21 (p=0,01) festzustellen
ist, wahrend mit dem 20%FCS-haltigen Medium schon eine Woche vorher, namlich
von Tag 7 auf 14 (p=0,004) ein statistisch signifikanter Anstieg stattfindet. Dies stimmt
Uberein mit der Beobachtung, dass beim Vergleich mit der Negativkontrolle (Verfaillie-
Medium), das Medium mit 10% FCS erst ab dem Tag 21 eine tendenziellen Unter-
schied zur Negativkontrolle aufzeigt, wahrend dies beim 20%FCS-haltigen Medium
schon ab dem Tag 14 der Fall ist. Beim direkten Vergleich der Medien miteinander
sind jedoch keine signifikanten Unterschiede feststellbar.
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Abb. 15: Proteinverlauf aller Schafe (Mittelwerte +/- SD von n=12, bzw. n=7 bei Negativkontrollen)

Bei Betrachtung der Proteinkonzentration (Abb. 15) zeigt sich, dass die Werte des
20%FCS-haltigen Medium durchgehend Uber den Werten des Mediums mit 10%FCS
liegen; besonders deutlich stellen sich die Unterschiede jedoch an Tag 21 und 28 dar.

Die Bestimmung der Aktivitat der ALP aus Zelllysaten, normiert auf die oben aufge-
fihrten Proteinwerte, zeigte bis einschlieBlich Tag 21 keine eindeutigen Veranderun-
gen (Abb. 16). Erst am Tag 28 ist ein signifikanter Anstieg (3-fach) der Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase gegeniber Tag 1 fir das 20%FCS-haltige Medium festzu-
stellen. Auch mit dem 10%FCS haltigen Medium ist anhand des ebenfalls 3 fachen

Anstieg der Mittelwerte von Tag 1 zu Tag 28 eine Tendenz erkennbar.
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Abb. 16: Verlauf der ALP-Aktivitat (Mittelwerte +/- SD von n=12, bzw. n=7 bei Negativkontrollen, *=
p<0,01)

Auffallig sind die hohen Standardabweichungen. Dies ist auf eine hohe
Spendervariabilitat zuriickzufiihren. Betrachtet man die individuellen Unterschiede im
Mineralisierungsverlauf, aber auch der Verlauf der ALP-Aktivitdt so ist zu allen
Zeitpunkten eine deutliche Spendervaribilitdt in der Fahigkeit zur Osteogenese zu
erkennen. Abb. 17 zeigt exemplarisch die Unterschiede zwischen den einzelnen
Spendern an Tag 21. Abb. 18 die Unterschiede der ALP-Aktivitat an Tag 28.

B 10%FCs_d21
W 20%FCS_d21

Alizarinverlauf
[png Alzarinrot-Sug Gesarmt protein]
=

Al A2 A3 M A5 A5 A7 B B2 B3 B4 BS

Abb. 17: Spendervaribilitdt im Mineralisierungsgrad an Tag 21
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Abb. 18: Spendervaribilitdt der ALP-Aktivitat an Tag 28

3.3 Charakterisierung des verwendeten PRPs

Sowohl fir die in vitro, als auch die in vivo Versuche wurde gepooltes PRP und FFP
aus der Blutbank Dusseldorf verwendet.

Da sich Plattichenreiches Plasma je nach Herstellungsmethode vor allem hinsichtlich
Thrombozytenzahl, sowie Wachstumsfaktorkonzentrationen stark unterscheidet, wur-
de zur besseren Charakterisierung die Thrombozytenzahl, sowie die Konzentration
von PDGF-AB und TGF-B1 im PRP bzw. FFP bestimmt.

Die Thrombozytenzahl lag bei dem gepoolten PRP (1x aufgetaut) bei 1.402.000
Thrombozyten/ul (n=3 Messungen). Beim FFP lag die Konzentration dagegen bei
3.500 Thrombozyten/ul (n=2 Messungen).

Die Konzentration der beiden Wachstumsfaktoren wurde sowohl aus zum ersten Mal
aufgetauten (wie beim Tierversuch verwendet), als auch aus zum zweiten Mal aufge-
taut Alliquots (verwendet flr in vitro Versuche) bestimmt. FFP wurde ausschlieBlich
nach einmaligem Auftauen verwendet und wurde infolgedessen auch nur in einmal
aufgetauten Alliquots bestimmt. Das Auftauen zur Bestimmung der Wachstumsfakto-
ren erfolgte im 37°C warmen Wasserbad, wodurch gleichzeitig eine Aktivierung der
Thrombozyten stattfand.
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aktiviert durch PDGF-AB (ng/ml) TGF-B1 (ng/ml)
PRP Wasserbad bei 37°C | 185,67 97,11
(1x aufgetaut)
PRP Wasserbad bei 37°C | 163,00 107,58
(2x aufgetaut)
FFP Wasserbad bei 37°C | 0,87 2,58

Tab. 8: Vergleich der Wachstumsfaktorkonzentrationen

Beim PDGF-AB-ELISA fielen die OD-Werte fiir die PRP-Proben unerwartet hoch aus
(>2). Die in der Tabelle aufgefiihrten Werte flr diese Proben wurden unter der An-
nahme berechnet, dass die Standardkurve in diesen hohen OD-Bereichen weiter line-
ar verlauft. Es ist jedoch anzunehmen, dass die Werte um ein Vielfaches héher liegen.
Die fur die in vitro Versuche verwendeten, zweimal aufgetauten Aliquots zeigten, zu
den einmal aufgetauten Proben keine drastischen Unterschiede.

Beim Vergleich der Wachstumsfaktorkonzentrationen von FFP und PRP, konnte far
PDGF-AB eine ca. 200-fache Konzentration festgestellt werden, und eine ca. 40-fache
Anreicherung far TGF-1.

3.4 Einfluss von PRP auf Osteogenese und Proliferation

Um den Einfluss von plattchenreichem Plasma auf die Osteogenese zu untersuchen
wurde osteogenes Medium (10%FCS) mit verschiedenen Konzentrationen von PRP
bzw. FFP supplementiert und untersucht ob dadurch Verdnderungen im Osteogene-
severlauf oder im Proliferationsverhalten entstehen.

Bei einem Vergleich der verschiedenen Kulturmedien waren keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede im Kalzifizierungsverlauf feststellbar. Auffallig ist jedoch, dass
eine Supplementierung mit 10% PRP eine geringere Kalzifizierzung zeigt als das os-
teogene Medium ohne PRP oder das mit 1%PRP (Abb. 19).
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Abb. 19: Kalzifizierungsverlauf von unterschiedlich supplementierten osteogenen Medien (n=5)

Das Proliferationsverhalten wurde Gber 3 Wochen anhand der Gesamtproteinmenge
aus den Lysaten untersucht. Die Mittelwerte der Proteinkonzentrationen; der im mit
10%PRP supplementierten osteogenen Medium kultivierten Zellen; liegen zwar Uber
den Werten, der Zellen, die im osteogenen Medium alleine oder im Expansionsmedi-
um Verfaillie kultiviert wurden, die Unterschiede sind aber statistisch nicht signifikant
(Abb. 20). Das Proliferationsverhalten der Zellen in den anderen mit PRP bzw. FFP
supplementierten osteogenen Medien liegt zwischen den Zellen in osteogenen Medi-
um (kaum Proliferation) und denen in Verfaillie (gute Proliferation).
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Abb. 20: Proteinverlauf bei unterschiedlich supplementierten osteogenen Medien (n=5)
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3.5 Tierversuch

Insgesamt wurden 22 Tiere operiert. Bei einem Tier (A6) aus der Gruppe A versagte
jedoch ein Tag post operationem das Ostosynthesesystem, weshalb es euthanasiert
werden musste. Ein weiteres Tier (A4) aus dieser Gruppe musste nach 12 Wochen
aufgrund einer Plattenbiegung mit Achsabweichung in der Sagitalebene vorzeitig ein-
geschlafert werden.

Die restlichen Tiere belasteten die GliedmaBe schon einen Tag nach der OP voll, wur-
den aber in Unterstiitzungsgurten gehalten, um eine erhéhte Belastung der GliedmaBe
durch das Aufstehen und Niederlegen zu verhindern. Nach 10 Wochen wurden die
Schlingensysteme entfernt und die Tiere ohne Unterstitzung in Einzelboxen gehalten.

Insgesamt flossen also die Daten von je 5 Tieren pro Gruppe in die Auswertung ein.

3.5.1 Rontgenauswertung

Zur Evaluation und Quantifizierung des réntgenologischen Verlaufes wurden mithilfe
der Histogrammfunktion eines Grafikprogrammes die Pixelwerte innerhalb des Defek-
tes bestimmt. Um verschiedene Qualitdten der Mineralisation zu spezifizieren, wurde
der zuvor anhand von oberen und unteren Pixelgrenzen festgelegte Ossifikationsbe-
reich in drei Teilbereiche unterteilt.

Insgesamt waren starke interindividuelle Unterschiede auch innerhalb einer Versuchs-
gruppe festzustellen. Abb. 21 und Abb. 22 zeigen die Réntgenbilder aller Schafe der
Versuchsgruppen mit ATSC mit oder ohne PRP nach Abschluss des Versuches. Das
Schaf B1 in der Gruppe ATSC+PRP zeigte mit relativ groBem Abstand die beste Ver-
kndcherung.

82



Ergebnisse

Abb. 21: Réntgenbilder nach Euthanasie der Schafe A1, A2, A3, A5 und A7 der Versuchsgruppe mit
ASC
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&

Abb. 22: Réntgenbilder nach Euthanasie der Schafe B1 bis B5 der Gruppe mit ASC+PRP
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Um Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auszumachen wurden die zu-
sammengefassten Werte des guten und sehr guten Verknécherungsbereichs be-
trachtet. Dieser Ossifikationsbereich entspricht dem neugebildeten Knochens im
Defektbereich und wird als prozentualer Anteil am Defektbereich angegeben.
Abb. 23 zeigt eine Ubersicht iiber die Mittelwerte samt Standardabweichungen

aller gruppen.

45 5
40
35
a0
25
20
15
10

in %

Anteil Knochen an der Defektgrifie

Bversuchsdruppe A (ASC) B Yersuchsaruppe B (ASC+FRP)
Overgleichsgruppe C (BMSC) B Yergleichsgruppe D inur Kollagentrager

Abb. 23 Vergleich der radiologischen Verknécherung aller Gruppen ;Mittelwerte +/- SD von n=5

Beim direkten Vergleich der radiologischen Knochenbildung zwischen ASC und
BMSC, schneiden die ASC ab der 10. Woche statistisch signifikant schlechter ab als
die BMSC (Abb. 24). Das bedeutet, dass die Versuchsgruppe A mit ASC genauso
schlecht abschneidet, wie die Versuchsgruppe D bei der der Trager alleine eingesetzt
war. Denn diese Vergleichsgruppe schneidet ebenfalls ab der Woche 10 signifikant
schlechter ab als die Vergleichsgruppe C (Daten nicht gezeigt).

Vergleicht man nun die um PRP erweiterte Versuchsgruppe B mit der Vergleichsgrup-
pe C, so schneidet diese zwar ebenfalls ab der Woche 10 signifikant schlechter ab als
die Vergleichsgruppe C. Nach 26 Wochen jedoch sind keine statistisch signifikanten
Unterschiede mehr zu sehen (Abb. 25).
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Abb. 24: Direkter Vergleich der Versuchsgruppe A (ASC) mit der Vergleichsgruppe C (BMSC); Mittel-
werte +/- SD von n=5, mit folgenden signifikanten Unterschiede: Woche 10: p=0,048; Woche 12
p=0,001; Woche 14: p=0,01; Woche 16: p=0,003; Woche 18: p=0,004; Woche 20: p=0,003; Woche 22:
p=0,000; Woche 24:p=0,003; Woche 26: p=0,022)
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Abb. 25: Vergleich der Versuchsgruppe B (ASC+PRP) mit der Vergleichsgruppe C (BMSC); Mittlewerte
+/- SD, mit folgenden signifikanten Unterschieden: Woche 10: p=0,0013; Woche 12: p=0,004: Woche
14: p=0,012; Woche 16: p=0,007; Woche 18: p=0,045; Woche 20: p=0,04; Woche 22: p=0,031; Woche
24: p=0,038)

Beim direkten Vergleich der beiden Versuchsgruppen A und B miteinander waren kei-
ne signifikanten Unterschiede festzustellen, auch wenn in der Versuchsgruppe B ge-
gen Ende ein deutlicher Anstieg im prozentualen Anteil des Knochens am Defektbe-

reich zu sehen war (Abb. 26).
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Abb. 26: Vergleich der beiden Versuchsgruppen; Mittelwerte +/- SD fiir n=5

Bei der statistischen Untersuchung des Verlaufs mithilfe gepaarter T-Tests waren flr

beide Versuchsgruppen keine signifkanten Anstiege im prozentualen Anteil des Kno-

akasanaiddd)

chens am Defekt festzustellen. Dass die im Diagramm der Mittelwerte zu sehenden

deutlichen Anstiege bei der Versuchsgruppe B nicht signifikant waren, ist auf die sehr

groBen Standardabweichungen zuriickzufihren (Abb. 27).
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Abb. 27: Verlauf der Verknécherung der Versuchsgruppe B; Mittelwerte +/- SD von n=5
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3.5.2 Computertomographie

Bei Betrachtung der 3D-Rekonstruktionen der computertomographischen Auswer-
tungen (Abb. 28) sticht die gute Regeneration von Schaf B1 heraus, wahrend bei

allen anderen Schafen keine ausreichende Durchbauung erzielt werden konnte.

Abb. 28: 3D-CT-Rekonstruktionen der Versuchsgruppe A (ASC) und B (ASC+PRP)
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Anhand der CT-Schnitte wurde der Knochenvolumenanteil bestimmt; also der Anteil
von Knochen am Gesamtvolumen. Vergleicht man anhand dieses Knochenvolumen-
anteils die beiden Versuchsgruppen kénnen keine statistisch signifikanten Unterschie-

de festgestellt werden.

BY/TV in Prozent

14,0
12,0
10,0
8.0 1
6,0 4
40
2.0 +
R T "
ASC ASC+PRP

Abb. 29: Vergleich des Knochenvolumenanteils der ASC und ASC+PRP-Gruppen; Mittelwerte und SD

von n=5

Flr die Kontrollgruppen liegen leider keine ausreichenden Daten flr sinnvolle Verglei-

che vor.

3.5.3 Histologie

3.5.3.1 Qualitative histologische Beobachtungen

Wie bei den Rdntgenbildern sind auch bei der histologischen Auswertung starke inter-
individuelle Unterschiede innerhalb aller Versuchs- und Vergleichsgruppen feststell-

bar.

Versuchsqgruppe A

Abb. 30 zeigt 3 charakteristische Ubersichtsscans der GE-gefarbten Schnitte dieser
Versuchsgruppe, bei der der Kollagentrager mit ASC besiedelt wurde. Auffallig ist die
starke Vorwélbung des Fettmarks in den Defektbereichs. Eine mehr oder weniger
starke Vorwdlbung des Fettmarks ist jedoch auch bei allen anderen Gruppen zu se-

hen, wenn es zu keiner oder nur zu einer geringen Knochenneubildung kommt.
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Abb. 30: Ubersichtsscans der GE-gefarbten Schnitte der Versuchsgruppe A (mineralisiertes Kolla-
gen+ASC)

Innerhalb des Defekts sind kaum Mineralisationsansatze zu erkennen. Lediglich bei
Schaf A2 kommt es mittig im Defekt zur Ausbildung kleinerer Osteoidinseln mit be-
ginnnender Mineralisation. AuBerdem ist zum Teil an den kortikalen Osteotomiestellen
ein knécherner Anbau (Schaf A1) zu sehen. An den meisten Osteotomiestellen jedoch
ist eine Abrundung der Ostomiekanten ohne jegliche Ossifikationsfront zu beobachten
(Schaf A3).

Interessanterweise ist bei der Versuchsgruppe A im Gegensatz zu allen anderen Ver-
suchs- und Vergleichsgruppen zwischen den Vorwélbungen des Fettmarks als in-
terfragmentarer Kallus statt Bindegewebe vor allem Fettgewebe anzutreffen, welches
von schmalen Streifen Bindegewebe durchzogen ist (Abb. 31). Deutlich zu erkennen
sind in dieser Abbildung auch die Vielzahl von GeféaBen (blau) die durch die Bindege-

websstreifen ziehen.
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Abb. 31: A) Schaf A3: aneinanderstossende Vorwélbungen des Fettmarks mit dazwischem gebildetem
Fett- und Bindegewebe B) Schaf A1: rechts Fettmarkvorwdélbung; links Fettgewebe mit Bindegewebs-
strukturen C) und D) Schaf A1 herausvergréBerte Stellen des Fettgewebes, mit durchziehenden Binde-
gewebsstreifen; innerhalb der Bindegewebsstreifen sind mehrere GefaBquerschnitte zu sehen.

Versuchgruppe B

In dieser Versuchsgruppe sind die Vorwélbungen des Fettmarks weniger ausge-

pragt (

Abb. 32).

Bei allen Praparaten dieser Gruppe besteht der interfragmentare Kallus aus bindege-
webigen Strukturen ohne Fettgewebe, in denen gréBere (Schaf B4) oder kleinere Os-
toidinseln liegen (Abb. 33).
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Abb. 32: Ubersichtsscans der GE-gefarbten Schnitte der Versuchsgruppe B (mineralisiertes Kolla-
gen+ASC+PRP)

Abb. 33: Schaf B4: zum Teil mineralisierte Osteoidinsel mit Matrixresten; blasslila: Bindegewebe, weiss:
Fettmark, blau: Osteoid, rot/pink: Knochen, schwarz/dunkelrot: Matrixreste

Ins Auge sticht die herausragende Verkndcherung und fast vollstandige Uberbriickung
des Defekts bei Schaf B2. Innerhalb dieses Regenerats sind verschiedene Verkndche-
rungsstufen zu sehen.

Abb. 34 zeigt unter A einen Bereich mit einer unreifen Knochenstruktur, in der die
noch nicht mineralsierte Knochensubstanz, also das Osteoid (blau) dominiert, und
welches sich ungeordnet um die Matrixreste (dunkelrot) verteilt. Rechts im Bild sind
schon mineralisierte Strukturen mit eingeschlossenen Osteozyten zu sehen. Zwischen
mineralisierter Matrix und Osteoid sind aktive Osteoblasten zu erkennen. In Teilbild B
ist ein Abschnitt zu sehen, in dem sich der Knochen gerade im Umbau befindet. Die
Knochensubstanz ist bereits mineralsiert (rot) und es ist eine beginnende Fettmark-
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entstehung erkennbar. Diese Art Knochengewebe kann bereits als Geflechtknochen
bezeichnet werden.

Abb. 35 zeigt einen typischen Bereich eines schon relativ weit ausgereiften Geflecht-
nochen, wie er in groBen Teilen des Regenerats vorherrscht. Die noch eher ungeord-
nete Anordnung der knécherenen Strukturen ist von mehreren Fettmarkahnlichen
Hohlrdumen durchsetzt. In der 3. VergréBerung sind die Bone Lining cells deutlich zu
erkennen. Zwischen diesen Zellen und der mineralisierten Knochenmatrix (rot) ist ein
breiter Osteoidsaum zu sehen. Innerhalb der mineralisierten Knochensubstanz sind
die Zellkerne (schwarz) der Osteozyten zu erkennen.

In Abb. 36 ist die Osteomiekante zu sehen, an der die unterschiedlichen Strukturen
der verschiedenen Knochengewebe deutlich werden. Rechts die geordneten lamella-
ren Strukturen des alten Knochens (bzw. der Kortikalis) und links die unregelmaBige
Anordnungen des neu gebildeten Geflechtknochens.

Vor allem in den Bereichen mit ausgereiftem, schon mineralisiertem Knochen sind
haufig Matrixreste zu sehen (Abb. 37). Interessant ist der vergrdéBerte Auschnitt aus
Abb. 37, in dem deutlich Zellen zu erkennen sind, die innerhalb der Matrixreste, aber

auch im Umfeld liegen. Ob es sich dabei um die in den Defekt eingebrachten ovinen
ASCs handelt bleibt spekulativ.

Abb. 34: Schaf B2; A) groBe Anteile Ostoid (blau); rechts im Bild mineralisierte Matrix; B) Geflechtkno-
chen mit mineralisierter Knochensubstanz (rot), mit Matrixresten (dunkelrot/schwarz) und beginnender

Fettmarkbildung (weisse Vakuolen)
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, »
Abb. 35: Schaf B2; Bereich eines sehr ausgereiften Geflechtknochens mit Fettmark (FM); am &uBeren
Rand des Fettmarks befindet sich eine pallisadenartig Anordnung von Osteoblasten, den sogenannten
Bone Lining Cells (BLC; zwischen diesen Zellen und der mineralisierten Knochensubstanz ist ein breiter

Osteoidsaum zu sehen; innerhalb der mineralisierten Knochensubstanz sind Matrixreste zu sehen (M)

Abb. 36: Schaf B2: Osteotomiekante, mit den geordneten Strukturen des urspriinglichen Lamellenkno-
chen der Kortikalis rechts und den ungeordneten Strukturen des neu gebildeten Gefelechtknochen links

o SRS 2 . v 49

Abb. 37:Schaf B2: reife Knochensubstanz mit Matrixresten, innerhalb derer mehrere Zellen zu erkennen
sind
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Mithilfe der Fluoreszenzaufnahmen lasst sich der zeitliche Ablauf der Verknécherung
besser beurteilen. Durch die Verabreichung der Farbstoffe Calceingriin in der achten
Woche und Xylenolorange in der zehnten Woche, stellt sich der zur achten Woche,
also friher gebildete Knochen griin dar, der spater gebildete Knochen rot.

Wahrend es bei dem Schaf B2 der Versuchsgruppe B zu einer frithen Uberbriickung
des Defekt kommt (Abb. 38), ist bei allen Schafen der Gruppe mit BMSC zu diesem
Zeitpunkt noch keine Uberbriickung sichtbar (Abb. 39). Erst zum spéteren Zeitpunkt
der Fluoreszenzmarkierung erfolgt die knécherne Uberbriickung des Defekts.

Abb. 38: Fluoreszenzaufnahme von B2; vollstandige Uberbriickung des Defekts mit 8. Wochen (griin),

Anbau von Knochen in der 10.Woche rot
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Abb. 39: Fluoreszenzaufnahme von Schaf C2, keine Uberbriickung zum friihen Zeitpunkt (8 Wochen),
erst nach der zweiten Fluoreszenzmarkierung, also nach 10 Wochen erfolgt die knécherne Uberbrii-
ckung des Defekts (rot)

3.5.3.2 (Semi-) Quantitative histologische Auswertung

Bei der statistischen Analyse der histologischen Auswertung erfolgte die einfaktorielle
Varianzanalyse streng getrennt flr die verschiedenen Auswertungsmethoden. Bei den
Auswertungsmethoden nach Mosheiff und Werntz (Werntz et al. 1996;Mosheiff et al.
2003) wurde sowohl jeder einzelne Parameter als auch der Gesamtscore mittels Vari-
anzanalyse auf Signifikanzen untersucht.

Das Signifikanzniveau wurde bei folgenden Teilrubriken erreicht, so dass sie anschlie-
Bend mit dem post-Hoc Test nach Tukey analysiert werden konnten:

e Bestimmung des Knochenanteils in Prozent mithilfe des Bildbearbeitungspro-

gramms GIMP

¢ alle 3 Rubriken, sowie der Gesamtscore bei der Methode nach Werntz

e 3 der 9 Felder, sowie der Gesamtscore bei der Methode nach Mosheiff
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e Knochenanteil in Prozent, bestimmt mit dem Bildbearbeitungsprogramm
GIMP

Abb. 40 zeigt, dass wie zu erwarten bei der Leergruppe (Vergleichsgruppe D) signifi-
kant weniger Knochenanteil festzustellen ist als bei der Vergleichsgruppe C(BMSC).
Aber auch bei der Versuchsgruppe A (ASC) fiel der prozentuale Knochenanteil signifi-
kant geringer aus als bei der Vergleichsgruppe C mit BMSC.
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p=0,012 p=0,044
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20,00 - \ - -‘V
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Versuchsgruppe A Versuchsgruppe B Vergleichsgruppe C  Vergleichsgruppe D
(ASC) (ASC+PRP) (BMSC) (nur Kollagentrager)

Knochananteil in %

Abb. 40: Knochanteil in Prozent der Versuchs- und Vergleichsgruppen, bestimmt mithilfe des Bildbbear-

beitungsprogramms GIMP

Histologische Auswertung modifiziert nach Werniz

In allen Rubriken dieser Auswertungsmethode, sowie beim Gesamtscore (Abb. 41)
schneidet die Versuchsgruppe A (ASC) signifikant schlechter ab, als die Vergleichs-
gruppe C (BMSC).

14 p = 0,021

12 A

10 - [
8,

——

Gesamtscore nach Werntz
(a3}
Il
'_

Versuchsgruppe A Versuchsgruppe B Vergleichsgruppe C  Vergleichsgruppe D
(ASC) (ASC+PRP) (BMSC) (nur Kollagentrager)

Abb. 41: Gesamtscore nach Werntz: Vergleich der Mittelwerte der Versuchs- und Vergleichsgruppen mit

Standardabweichung
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In der Rubrik ,Remodeling®, sowie im Gesamtscore sind keine weiteren signifikanten
Unterschiede zu sehen.

In der Rubrik der Verkn6cherung (bone formation) schneidet nicht nur die Versuchs-
gruppe A (ASC), sondern hier auch die Vergleichsgruppe D (nur Kollagentrager) signi-
fikant schlechter ab, als die Vergleichsgruppe C (BMSC). Die um PRP ergéanzte Ver-
suchsgruppe B (ASC+PRP) ist hier der Versuchsgruppe A (ASC) knapp signifikant
Uberlegen (Abb. 42).

p=0,02 p =0,045
3 .3 g

l 1 [

—
'—

Verknécherung
o = " W
O 6 =2 G MW

Versuchsgruppe A Versuchsgruppe B Vergleichsgruppe C  Vergleichsgruppe D
(ASC) (ASC+PRP) (BMSC) (nur Kollagentrager)

Abb. 42: Verknécherung bei der Auswertungsmethode nach Wentz

In der Rubrik ,Union®, die die Uberbriickung beurteilt, schneidet die Vergleichsgruppe
C ebenfalls signifikant besser ab als die Vergleichsgruppe D (p=0,022) und die Ver-
suchsgruppe A (p=0,011).

Histologische Auswertung modifiziert nach Mosheiff

Wie beim Gesamtscore nach Werntz zeigt sich auch beim Gesamtscore nach Mosheiff
die signifikante Uberlegenheit der Vergleichsgruppe C gegeniiber der Versuchsgruppe
A (Abb. 43). Auch in einem der drei Einzelfelder (Feld 4), bei denen das Signifikanzni-
veau erreicht wurde treten zwischen diesen Gruppen signifikante Unterschiede auf
(p=0,028).
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16 - p = 0,026
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Gesamtscore nach Mosheiff
® o
—
'—

0 T T T 1
Versuchsgruppe A Versuchsgruppe B Vergleichsgruppe C  Vergleichsgruppe D
(ASC) (ASC+PRP) (BMSC) (nur Kollagentrager)

Abb. 43: Gesamtscore bei der Auswertungsmethode nach Mosheiff

Bei den anderen zwei Einzelfeldern (Feld 1 und 9) jedoch treten die signifikante Unter-
schiede zwischen den Vergleichsgruppe C und D auf (p=0,004; p=0,008). Bei Feld 9
ist zusatzlich die PRP-Gruppe (Versuchsgruppe B) signifikant besser als die Leer-
gruppe (Vergleichsgruppe D)(p=0,028).
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4 Diskussion

Die Herstellung von Knochengewebe mit Hilfe des Tissue Engineering ist ein vielver-
sprechendes Forschungsgebiet, um Knochendefekte verschiedenster Ursachen zu
beheben. Das Prinzip des Tissue Engineering basiert dabei auf der Kombination von

osteokonduktiven, osteoinduktiven, sowie osteogenen Komponenten.

Inhalt dieser Studie war es zum Einen in vitro die Isolation von ovinen ASC, als osteo-
gener Komponente zu etablieren und den Stammzellcharakter der isolierten Zellen zu
bestatigen. Auch die verwendete osteoinduktive Komponente, das PRP wurde vor

dem in vivo-Einsatz, in vitro hinsichtlich der Auswirkungen auf ASC untersucht.

Zum Anderen wurde eine in vivo-Studie durchgefiihrt, um die Fahigeit von ovinen ASC
zur Knochenregeneration im langstreckigen Knochendefekt zu untersuchen und mit
dem Einsatz von ovinen BMSC zu vergleichen. AuBerdem wurde der Einfluss von
PRP als osetoinduktiver Zusatz zu den ASC untersucht.

4.1 Isolation und Expansion der ovinen ASC

Besonderes Augenmerk wurde in dieser Arbeit auf die verwendete osteogene Kompo-
nente, namlich auf die ovinen Fettstammzellen gelegt.

Die Verwendung von Fettstammzellen im Rahmen des Tissue Engineering hat mehre-
re Vorteile. Zum einen ist die Verwendung dieser adulten Stammzellen im Gegensatz
zu den kontrovers diskutierten embryonalen Stammzellen ethisch unbedenklich. Der
Vorteil von Fettstammzellen liegt auBerdem in der kompiklationsloseren, weniger inva-
siven und damit auch weniger schmerzhaften Entnahme von Fettgewebe, verglichen
mit der Punktion von Knochenmark, das ja als gangige Quelle fiir adulte Stammzellen
gilt.

Wahrend humane und murine Fettstammzellen hinreichend beschrieben wurden, ist
eine Charakterisierung und Differenzierung in die drei mesenchymalen Linien von ovi-
nen ASC in der Literatur bisher nicht zu finden. Auch die ovinen BMSC sind eher un-
zureichend untersucht. Lediglich die Charakterisierung von Stammzellen aus ovinen
Nabelschnurblut (Jager et al. 2006), sowie von bovinen BMSC (Bosnakovski et al.
2005) konnte nach ausfihrlicher Recherche entdeckt werden.
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Die Isolation der Zellen aus dem ovinen Fettgewebe konnte durch Kombination der
Protokolle nach Winter/Hauner (Winter et al. 2003;Hauner et al. 1989) und Knippen-
berg/Zuk (Knippenberg et al. 2005;Zuk et al. 2001) erfolgreich etabliert werden.

Uber einen Kollagenase-Verdau wurden die Zellen enzymatisch aus dem Fettgewebe
herausgeldst und Uber Zentrifugation von den Adipozyten getrennt. Die isolierten plas-
tikadharenten Zellen zeigten einen fibroblastenahnlichen Phénotyp.

Die weitere Kultivierung von Stammzellen kann in Standardmedien (DMEM mit bis zu
20% Kalberserum) erfolgen (Sekiya et al. 2002). Wie bei BMSC hat sich jedoch auch
bei ASC ein Expansionsmedium mit nur 2% Kalberserum unter dem Zusatz der
Wachstumsfaktoren Platelet-Derived Growth Factor BB (PDGF-BB) und Epidermal
Growth Factor (EGF) als glnstiger fir die Stammzellproliferation erwiesen (Reyes et
al. 2001;Winter et al. 2003). Ebenso wie fiir BMSC wirkt sich auch bei ASC eine Kulti-
vierung unter subkonfluenten Bedingungen positiv auf die Zellproliferation aus.
Insgesamt zeigten die ovinen ASC mit durchschnittlich 1,23 PD/24h ein auBergewéhn-
lich hohe Proliferationsrate. Das stimmt mit den Beobachtungen von Cowan et al.
(2004) Uberein, die den ASC ebenfalls ein Uberdurchschnittlich gutes Proliferations-
verhalten verglichen mit BMSC bescheinigten. Da ASC in Kultur also augenscheinlich
intensiv proliferieren, kbnnen die enorm hohen Zellzahlen, die fir klinische Applikatio-
nen notwendig sind, schnell erreicht werden, was einen weiteren Vorteil dieser Zell-
quelle ausmacht.

Dieses gute Proliferationsverhalten lieB auch bei langerdauernder Expansion tber 10
Passagen nicht nach, wie exemplarisch gezeigt werden konnte. Auch nach 22 Passa-
gen waren in Vorversuchen noch sich teilende Zellen zu erkennen, was die von Lee

beschriebenen hohen Passagezahlen von bis zu 20 bestatigen (Lee et al. 2004).

Durch die beschriebene Plastikadhdarenz, gemeinsam mit dem fibroblastenahnlichen
Aussehen ist bereits eines der Kriterien des ,Tissue Stem Cell Committee” fir mesen-
chymale Stammzellen erflillt. Der auBerdem geforderte Nachweis der spezifischen
Oberflachenmarker ist fir das Schaf nicht ohne weiteres méglich, da hier in der Breite
keine komerziellen Antikérper zur Verflgung stehen. Zum weiteren Beweis des
Stammzellcharakters wurde deshalb, der Differenzierungsnachweis in alle drei Rich-

tungen erbracht.
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4.2 Differenzierung der ovinen ASC

Dafur erfolgte nach ausreichender Proliferation der Zellen eine Umstellung auf Kultur-
bedingungen, die eine Entwicklung in eine spezifische mesenchymale Linie induzie-
ren.

Wie bereits eine Vielzahl von Studien fir ASC verschiedener Spezies demonstrierten
(Winter et al. 2003;Zuk et al. 2001;Zuk et al. 2002;De Ugarte et al. 2003;Sakaguchi et
al. 2005;Dragoo et al. 2003;Erickson et al. 2002;Halvorsen et al. 2001;Kern et al.
2006;Lee et al. 2004;Wagner et al. 2005;Hattori et al. 2004;Wickham et al. 2003),
konnte auch fir ovine ASC die Differenzierungsféhigkeit in die drei mesenchymalen
Richtungen in dieser Studie nachgewiesen werden.

Uberraschenderweise war die Adipogenese der untersuchten ovinen ASC jedoch in
keinem der Falle so Uberzeugend, wie dies bei humanen ASCs oder BMSCs zu sehen
ist. Méglicherweise stellt das verwendete Induktionsmedium mit Indomethacin, Isobu-
tylxanthin, Insulin und Dexamethason keine geeignete Mediumkomposition flir ovine
ASC dar. Anders als Jager 2006 et al. (2006) und Bosnakovski et al. (2005), die die
Adipogenese bei ovinen bzw. bovinen MSC ebenfalls mit den genannten Komponen-
ten induzieren, konnten in dieser Arbeit damit keine flachendeckende adipogene Diffe-
renzierung im Monolayer erzielt werden. Dies stimmt mit den Beobachtungen von
Broad und Ham (1983) Uberein, die keine positive Beeinflussung der Adipogenese von
,praadipozytaren Fibroblasten“ aus dem Fettgewebe und der Haut durch Dexametha-
son oder Isobutylxanthin feststellen konnten. Auch hohe Insulinkonzentrationen schei-
nen den Prozess der adipogenen Differenzierung nicht zu beeinflussen (Broad and
Ham 1983).

Auch ein chondrogenes Differenzierungspotential konnte fir die untersuchten Zellen

nachgewiesen werden. Mit TGF-B3 alleine war jedoch keine ausreichende Chondro-
genese moglich, was mit den Ergebnissen der Arbeit von Winter et al. (2003) Uberein-
stimmt. Ahnlich der Ergebnissen von Henning et al. (2006) und Estes et al. (2006)
konnten mit TGF-B3 und BMP-6 bei einem GroBteil der Pellets positive Ergebniss der
Chondrogenenese erzielt werden (44,8% in der Alzianblaufaroung und 46,7% fir Kol-
lagen Typ ).
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Diese Ergebnisse wurden aber durch die Kombination von TGF-3 und BMP-2 {ber-
troffen, wobei 85,7% der Pellets in der Alzianblaufarbung, und 65,2% in der Kollagen
Typ Il Farbung eine sehr gute Anfarbbarkeit zeigten.

BMP-2 induziert bei embryonalen Stammzellen, Progenitorzellen aus dem Periosteum
und der myogenen Zelllinie C2C12 einen ausschlieBlich osteogenen Phénotyp (lwa-
saki et al. 1994;Lee et al. 2003;Kawaguchi et al. 2005). Im Gegensatz dazu wurde bei
Stammzellen aus dem Knochenmark ein osteo- und chondroinduktives Potential von
BMP-2 beobachtet (Sekiya et al. 2005). Schmitt et al. induzierte mit 50 ng/ml rekombi-
nantem BMP-2 einen ausschlieBlich chondrogenen Phanotyp bei BMSC. Die Zugabe
von TGF-B1 verstérkt bei diesen Zellen zusatzlich die knorpeltypische extrazellulare
Matrixsynthese (Indrawattana et al. 2004).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit, zeigte auch bei Mehlhorn und
Kollegen (2007) die Kombination von BMP-2 (allerdings 50ng/ml) und TGF-B1
(10ng/ml) die besten Ergebnisse in der Chondrogenese; sie postulierten synergisti-

sche Effekte der beiden Faktoren bezliglich der Chondroitinsulfatsynthese.

Der Untersuchung der Osteogenese galt in dieser Studie besondere Aufmerksamkeit,
da wir uns durch sie Hinweise auf die in vivo Knochenbildung erhofften. Bei beiden
verwendeten Medien (mit 10 bzw. 20% FCS) konnte eine Mineralisierung anhand der
quantitativen Alizarinrot-S Farbung eindeutig nachgewiesen werden. Die Alizarinrot-S
Farbung wird bereits seit Jahrzehnten verwendet um die Ablagerung von kalziumrei-
cher Matrix von Zellen nachzuweisen (Gregory et al. 2004) und ist weit verbreitet um
die mit der osteogenen Differenzierung von Stammzellen verbundenen Mineralisierung
nachzuweisen (de Girolamo et al. 2007;Lee et al. 2004).

Wie auch in dieser Studie, konnte fur ASC bereits in einer Vielzahl von Studien die
Fahigkeit zur Mineralisierung nachgewiesen werden (Zuk et al. 2001;Halvorsen et al.
2001;Dragoo et al. 2003;Hattori et al. 2004;0gawa et al. 2004). In diesen Studien wur-
den jedoch hauptséchlich humane ASC verwendet, zum Teil auch ASC aus der Maus,
der Ratte oder dem Kaninchen. Nur Knippenberg et al. (2005) verwendeten wie in der
vorliegenden Studie ovine ASC. Auch fir BMSC ovinen Ursprungs sind in der Literatur
nur vereinzelt Nachweise der Fahigkeit zur Mineralsierung vorhanden: Jager et al
(2006) beschrieben zwar nach etwa 16 bis 20 Tagen der Differenzierung die Formati-
on von sogenannten Knochenknétchen, zeigten aber als Nachweis der osteogenen
Differenzierung nur die positive Antikérperreaktion gegentber Osteopontin.
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Beim Vergleich der beiden Medien zeigten sich nach 21 sowie 28 Tagen keine signifi-
kanten Unterschiede im Mineralsierungsgrad. Es zeigte sich aber, dass durch die er-
héhte FCS-Konzentration eine Mineralisierung schon friiher einsetzte, sodass beim
Medium mit 20% FCS signifikante Anstiege zwischen zwei Messzeitpunkten schon
von Tag 7 auf Tag 14 zu sehen waren, wahrend beim 10%FCS-haltigen Medium erst

von der 2. auf die 3. Woche solche Unterschiede festzustellen waren.

Der Nachweis eines Anstieges der ALP Aktivitat ist ein weitererer gangiger Beweis fur
die osteogene Differenzierung, da bekannt ist, dass dieser Marker wéhrend der Osteo-
genese hochreguliert wird. Im Gegensatz zu anderen Studien, in denen ALP als Mar-
ker der frihen Osteogenese (zwischen Tag 7 und 10) beschrieben wird (Jaiswal et al.
1997;Kasten et al. 2004;Bruder et al. 1998;Siddappa et al. 2007) konnte in dieser Ar-
beit erst nach 28 Tagen ein 3-facher Anstieg der ALP-Aktivitat festgestellt werden.
Ubereinstimmend mit diesen relativ niedrigen Anstiegen der ALP-Aktivitat, stellten
auch Kon E. und Kollegen (2000) fest, daB8 ovine BMSC im Gegensatz zu humanen
MSC auf die osteogene Induktion mit Dexamethason keinen Anstieg in der ALP-
Aktivitat aufwiesen. Auch in der Arbeit von Kruyt et al. (2004) konnte bei BMSC aus
Ziegen durch Dexamethason und Glycerophosphat nach 6 Tagen keine eindeutigen
Unterschiede in der ALP-Aktivitat erreicht werden. Demgegenlber stehen die Ergeb-
nisse von Knippenberg et al. (2005) die bei ASC aus Ziegen eine 8-fache Steigerung
der ALP-Aktivitdt nach 3 Wochen beobachteten. Zur osteogenen Induktion verwende-
ten sie allerdings Vitamin D3, anstatt Dexamethason. Laut Zuk et al. (2002) reagieren
humane ASC und BMSC bei der osteogenen Differenzierung genau gegensatzlich auf
die Verwendung von Dexamethason: Wahrend BMSC auf die Induktion mit Dexa-
methason mit einer gesteigerten ALP-Aktivitat reagieren, weisen ASC signifikant ge-
ringere ALP-Aktivitdten auf. Genau gegenteilig ist die Reaktion auf die Induktion mit
Vitamin D, hier reagieren ASC mit erhdhten ALP-Konzentrationen, wahrend BMSC
kaum ansprechen. Mdglicherweise sprechen sowohl ovine ASC, wie auch ovine
BMSC besser auf eine Induktion mit Vitamin D an, womit auch die Ergebnisse von
Kruyt und Kon erklarbar wéren, da beide Dexamethason zu Induktion verwendet ha-

ben.
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Eine weitere mdgliche Ursache fiir die geringen Unterschiede ware die unzureichende
Sensitivitat des Testverfahrens. Es wird aber fur humane BMSC erfolgreich in unserer
und auch in anderen Arbeitsgruppen eingesetzt.

Auch eine unzureichende Sensitivitat auschlieBlich gegentiber oviner ALP-Aktivitat ist
unwahrscheinlich, da Knippenberg et al. (2005) mit derselben Methode bei der Ziege
einen 8-fachen Anstieg feststellen konnten, und auch Collignon (1997) dieselbe Me-

thode bei Schafzellen verwendete.

Die beschriebene Spendervaribilitat ist ein bekanntes Phdnomen bei der Expansion
und Differenzierung von MSC. Siddappa et al. (2007) beschrieben dies flir die Expres-
sion von ALP und stellten keine statistisch signifikante Korrelationen mit Alter, Ge-
schlecht oder Isolationsquelle fest.

4.3 Plattchenreiches Plasma

Als osteokonduktive Komponente wurde in dieser Studie PRP als Quelle von Wachs-
tumsfaktoren verwendet, da es eine attraktive Alternative zu teuren, kinstlich herge-
stellten Wachstumsfaktoren darstellt.

Trotz uneinheitlicher Ergebnisse bisheriger Studien wird PRP heute schon - vor allem
in der Zahnmedizin -klinisch zur Knochenregeneration eingesetzt. Auch im orthopadi-
schen Bereich existieren einige kontroverse Studien Uber den Nutzen dieses autolo-
gen Produktes im Bereich der Knochenheilung. Die unterschiedlichen Ergebnisse der
Studien sind zum Teil darauf zurlickzuflhren, dass es bei der Verwendung von PRP
keine einheitlichen Richtlinien fir die Herstellung und Aktivierung gibt, sowie auBer-
dem bisher kein Konsens Uber die einzusetzenden Konzentrationen besteht. Das be-
deutet, dass je nach Herstellungs bzw. Aktivierungmethoden schlussendlich unter-
schiedliche Konzentrationen an Thrombozyten und somit auch Wachstumsfaktoren
eingesetzt werden, die mdglicherweise die kontroversen Ergebnisse verschiedener
Studien erklaren.
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Thrombozyten (pro pl) | PDGF-AB (ng/ml) | TGF-B1 (ng/ml)
Weibricht et al. 2002| 1,4 x 10° 117,5 169

(+/- 320.000) (+/-63) (+/-84)
Marx 2004 0,34 x 10°-1.08 x 10° | 26-133 35-170

(je nach Herstellungs- (je nach Herstellungs-| (je nach Herstellung

verfahren) verfahren) verfahren)
Kawase et al. 2005 166 126
Vogel et al. 2006 1,5 x 10° 120,9 239,8
Kasten et al. 2006 | 0,8 x 10°1.3 x 10° 79,7 156,1

(+/-58,3) (+/-118,2)

Tab. 9: Angaben aus der Literatur beziglich der Konzentration von Thrombozyten und Wachstumsfak-
toren

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde in dieser Arbeit deshalb die Thrombozytenkon-
zentration, sowie die TGF-B1- und PDGF-AB Konzentration bestimmt.

Die Thrombozytenkonzentration lag in den gepoolten PRP-Proben nach einmaligem
Auftauen bei 1.4 x 10° Plattchen/ul. Wenn man also von einer durchschnittlichen
Thrombozytenkonzentration im Blut von 20 x 10 *+/- 7.5 x 10 * (Marx 2004) ausgeht,
konnte eine mehr als 5-fache Anreicherung der Thrombozyten erzielt werden. Die von
Marx (2004) geforderten Richtwerte fir ein ,therapeutische PRP“ konnten somit er-
reicht werden.

Der Gehalt an PDGF-AB liegt mit 185,67ng/ml eher im oberen Berich der in der Litera-
tur angegeben Werte. Die umfassende Studie von Weibrich et al. (2002) mit 115
Spender ergab interindividuelle Unterschiede im Bereich von 12,9 ng/ml bis zu 293
ng/ml, mit einem Durchschnitt bei 117,5 ng/ml. Marx (2004) stellte je nach Herstel-
lungsverfahren Werte von 26 ng/ml bis zu 133 ng/ml fest.

Der Wert der TGF-B1-Konzentration lag mit 97,11 ng/ml innerhalb der in der Literatur
angegebenen Bereiche, wenn auch eher im unteren Bereich. Interssant ist auch hier
die Studie von Weibrich, die auch fiar TGF-B1 enorme interindividuelle Schwankungen
zeigt, wobei die Werte zwischen 1,5 ng/ml und 366,1 ng/ml liegen (Weibrich et al.
2002).

Diese groBen Schwankungen korrelieren dabei weder mit dem Alter der Patienten,
noch dem Geschlecht oder der Thrombozytenzahl im Blut (Weibrich et al. 2002).
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Durch die Verwendung von gepoolten PRP-Proben konnte die Einflisse einzelner In-
dividuen minimiert und insgesamt durchschnittiche Wachstumsfaktorkonzentrationen
erzielt werden. Im Vergleich mit den Konzentrationen im FFP konnte fir PDGF-AB
eine ca. 200-fache Anreicherung festgestellt werden, und eine ca. 40-fache Anreiche-
rung fur TGF-B1.

Da die zweimal aufgetauten, flr die in vitro Versuche verwendeten Alliquots keine of-
fensichtlichen Unterschiede zu den einmal aufgetauten Proben zeigten, ist eine Ver-
gleichbarkeit zu den in vivo versuchen dahingehend gewahrleistet.

FUr die in vivo Experimente war eine Aktivierung durch Kalzium und Thrombin sinnvoll,
denn die dadurch entstehende Gelformation erleichterte den Einsatz des PRPs im OP-
Saal. Es ermdglichte das Aufbringen des PRP-Gels direkt auf den schon im Defekt
befindlichen Trager und verhinderte durch die schnelle Verfestigung einen Verlust von
Plattchen in die Umgebung (Frechette et al. 2005).

Kalzium und Thrombin regulieren auBerdem konzentrationsabhangig die Ausschit-
tung von Wachstumsfaktoren (Frechette et al. 2005;Lacoste et al. 2003). Die Arbeits-
gruppe um Frechette untersuchte, die Aktivierung von PRP mit verschiedenen Kon-
zentrationen von Kalzium und Thrombin (142,8 IE Thrombin/ml und 14,3mg/ml CaCly,
sowie eine 5-fache und 25-fache Verdinnung davon). Sie zeigten, dass die Effekte
von Kalzium und Thrombin, sich je nach Wachstumsfaktor unterscheiden: hdchste
EGF-Konzentrationen wurden durch die hohen Konzentrationen von Kalzium und
Thrombin erzielt, wahrend die héchsten Angiotensin-2-Werte durch die 25-fache Ver-
dinnung erreicht werden konnten. Die IGF-Konzentrationen waren bei allen 3 Konditi-
on gleich hoch. Nicht untersucht wurden die Auswirkungen auf TGF-1 und PDGF-A.
Die Studie zeigt aber, genauso wie die Arbeit von Lacoste et al., dass je nach Wachs-
tumsfaktor, unterschiedliche Kalzium und Thrombinkonzentrationen vorteilhaft sein
kénnen (Lacoste et al. 2003;Frechette et al. 2005).

Die verwendete Thrombinkonzentration von 2,5 IE pro ml PRP liegt innerhalb des von
Maloney festgestellten Bereiches von 0,5 bis 4 [U/ml, in dem eine maximale Plattchen-
aggregation erfolgt (Maloney et al. 1998).

Die typischerweise verwendeten Thrombinkonzentrationen, die bei klinischen Anwen-
dungen verwendet werden liegen zwischen 100 und 200 IU/ml (Marx et al. 1998). In

unserer Studie wurde allerdings versucht, die Thrombinkonzentrationen méglichst ge-

107



Diskussion

ring zu halten, da einige Arbeitsgruppen einen positiven z.T. dosisabhéangigen Effekt
auf die Proliferation von Osteoblasten postulieren (Tatakis et al. 1991), und in dieser
Arbeit isoliert der Effekt von PRP untersucht werden sollte (Tatakis et al. 1989;Tatakis
1992;Tatsuyama et al. 2000). Mit der Verwendung von 2,2 IE/ml PRP, war bei den
1%igen Mediumansétzen nur 0,02 IE Thrombin/ml, und bei den 10%igen Anséatzen
0,22 IU Thrombin pro ml Medium vorhanden.

4.3.1 Einfluss von PRP auf Osteogenese und Proliferation

In der vorliegenden Arbeit konnte ein positiver Einfluss von PRP auf die Osteogenese
in vitro, wie von Goto und Kollegen (2006) und der Arbeitsgruppe um Kanno (2005)
beschrieben, nicht bestatigt werden. Bei Betrachtung der Mittelwerte fiel vor allem bei
der hohen PRP-Konzentration vielmehr eine tendenziell schlechtere Osteogenese auf,
wobei die Unterschiede statistisch nicht signifkant waren. Auch Apornmaeklong et al.
(2004) und Gruber et al. (2006) sprechen von einer Hemmung der Osteogenese durch
PRP: Gruber et al. (2006) verwendeten fir ihre Studie PRS (Platelet-released
supernatant= aus Thrombozyten freigesetzer Uberstand), das auch in zahlreichen
anderen Studien verwendet wird. Durch diesen Uberstand konnte er die durch Bone
Morphogenic Proteins induzierte osteogene Differenzierung von Zellinie unterdriicken.
Apornmaeklong et al. (2004) untersuchten in einem dreidimensionalen
Zellkultursystem auf porésen Kollagentragern den Effekt von PRP in verschiedenen
Konzentrationen, PPP und von rhBMP-2. Dabei zeigte sich, dass durch PRP zwar
eine dosisabhangige Stimulation der Proliferation erzielt werden konnte, die ALP-
Aktivitdt und Kalziumablagerung jedoch reduziert wurden. BMP-2 wiederum flhrte zu

genau gegensatzlichen Zellreaktionen.

Die von Apornmaeklong et al. (2004) gezeigte dosisabhangige Stimulation der Prolife-
ration konnte auch in der vorliegenden Arbeit nachvollzogen werden. Durch eine
Supplementierung mit 10%PRP war eine deutliche, wenn auch nicht signifikante Stei-
gerung der Proliferation anhand der Gesamtproteinkonzentrationen erkennbar. Des-
halb kann von einer proliferationsférdernden Wirkung von PRP ausgegangen wird.

Diese Annahme wird unterstitzt, da die Mehrzahl der Studien zu dem Schluss kommt,
dass sich PRP oder PRS positiv auf die Proliferation von mesenchymalen Stammzel-

len oder Knochenzellen auswirkt (Weibrich et al. 2002;Gruber et al. 2002;0Oprea et al.
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2003;Kanno et al. 2005;Kawase et al. 2005;Graziani et al. 2006). Dabei wurde ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der Proliferation bis zu einem Plateau festgestellt
(Graziani et al. 2006;Weibrich et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte eine
hochgradige proliferationsférdernde Wirkung mit einer Konzentration von 10% PRP
festgestellt werden. Vorversuche mit 20% PRP flhrten zu einer frihzeitigen Ablésung
der Zellen, so dass eine weitere Auswertung nicht méglich war und diese Konzentrati-
on somit flr weitere Versuche nicht mehr in Frage kam.

Far die Stimulierung der Proliferation machten Gruber et al. (2002) neben Wachstums-
faktoren wie PDGF die ebenfalls bei Aktivierung der Plattchen freigesetzten Mikropar-
tikel (Membranvesikel an der Thrombozytenoberflache) sowie die Zellmembran ver-
antwortlich.

Die Versuchsgruppen mit FFP stellen eine wichtige Kontrolle fir die Wirksamkeit, der
in PRP enthaltenden Wachtumsfaktoren dar.

Bei Betrachtung des Proteinverlaufs dieser Kontrollgruppe féallt auf, dass auch mit ho-
hen FFP-Konzentrationen eine tendenzielle Proliferationsteigerung auftritt, wenn auch
deutlich schwécher, als dies mit PRP der Fall ist. Auch Arpornmaeklong et al. (2004)
stellte fest, dass Plasma selbst einen Cocktail von Wachstumsfaktoren enthalt, der die
Proliferation von BMSC férdern kann.

Analog zu den Ergebnissen mit PRP, fallt auch bei hohen FFP-Konzentrationen die
Osteogenese deutlich schlechter aus als bei niedrig konzentriertem FFP. In Einklang
mit der Studie von Gruber et al. (2002), liegt die Vermutung nahe, dass die proliferati-
onsférdernden und in hohen Konzentrationen osteogenesehemmenden Effekte nicht
ausschlieBlich auf die in den Thrombozyten enthaltenen Wachstumsfaktoren zurtck-

zufUhren sind.
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4.4 Einsatz von ATSC mit oder ohne PRP auf mineralisiertem Kollagen in

einem Defektmodell kritischer GroBe im Schaf

Zur Beurteilung der Eignung von ASC im klinischen Einsatz sollen die ASC in vivo im
Tiermodell mit den bereits gut untersuchten BMSC verglichen werden. Zusatzlich wird

der Zusatz der potentiell osteoinduktiven Komponente PRP evaluiert.

4.41 Tiermodell

Bei der Entwicklung neuer Therapieverfahren ist zunachst eine in vitro Uberpriifung
der Methode vorgesehen und notwendig. AnschlieBend kann die Fragestellung auBer-
dem an einem mdglichst einfachen Tiermodell Gberprift werden (Buma et al. 2004).
Vor einem maéglichen klinischen Einsatz eines neuen Therapieverfahrens beim Men-
schen ist die Uberpriifung an einem, dem humanen System méglichst &hnlichen Mo-
dell erforderlich. In der Unfallchirurgie und Orthopadie stellten sich GroBtiermodelle
daflir als am besten geeignet heraus. Dies liegt unter anderem daran, dass die Kno-
chenheilungsgeschwindigkeit mit der Position der Spezies in der phylogenetischen
Reihenfolge korreliert (den Boer et al. 1999).

Fir diese Studie wurde das Schaf als Versuchstier gewahlt, da es bereits bei einer
Vielzahl von Studien zur Knochenheilung erfolgreich eingesetzt wurde (Lanyon et al.
1975;Claes et al. 1997;Finlay et al. 1995) und damit eine Vergleichbarkeit der Ergeb-
nisse gewahrleistet ist.

Der wichtigste Grund fiir die Versuchstierwahl stellte aber die gute Ubertragbarkeit der
erzielten Versuchsergebnisse auf den Menschen dar. Die ist nach Angaben von Metak
bei Schafen am besten gewahrleistet (Metak et al. 1998). Dies liegt zum Einen daran,
dass die Schafstibia als englumiger Réhrenknochen exakt in der Tragachse steht und
somit mit der Tibia des Menschen biomechanisch vergleichbar ist, da beide die Kor-
perlast tragen. Zum Anderen &hneln sich die Schafstibia und die Tibia des Menschen
in Form und Struktur, wodurch sich nach dem Wolffschen Gesetz auf eine ahnliche
Belastungsfunktion schliessen lasst (Wolff 1892). AuBerdem stellten Lanyon et al.
(1975) fest, dass in der normalen Laufphase von Schaf und Mensch ahnliche Ma-
ximalbelastungen vorherrschen.

Wichtig ist auch, dass beim Schaf, durch die ausfiihrlichen Untersuchungen der Kno-
chenheilung und des Remodelling (Nunamaker 1998), die Physiologie der Knochenre-

generation gut bekannt ist und somit Abweichungen einfacher festgestellt werden
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kénnen. Wissing et al. (1990) zeigte auBerdem, dass sich Schafsknochen flr verglei-
chende Untersuchungen bezuglich der Knochenheilungsprozesse gut eignet. Unter-
schiede bestehen jedoch in der Knochenfeinstruktur, der GefaBversorgung und der
Stoffwechselaktivitat. Wahrend Schafsknochen vorwiegend aus primaren Osteonen
aufgebaut sind, bestehen humane Knochen vor allem aus sekundaren Osteonen. Eitel
et al. (1991) weisen deshalb darauf hin, dass die Struktur der Schafsosteone nur ein-
geschrankt mit der des menschlichen Knochens vergleichbar ist. Das Remodelling
geschieht jedoch bei beiden Spezies Uber Sekundarosteone (Wissing H. et al. 1990).
Den Boer et al (1999) sprechen deshalb davon, dass das Schaf ein geeignetes Modell
fir die Knochenregeneration und Remodelling-Aktivitat des Menschen ist. Ein weiterer
Vorteil in der Nutzung von Schafen als Versuchstiere ist, dass die knéchernen Dimen-
sionen an den HintergliedmaBen des Schafes denen des Menschen ahnlich sind (Fin-
lay et al. 1995;Claes et al. 1997), und somit beim Schaf dieselben Instrumente und
Implantate eingesetzt werden kénnen, wie sie in der Klinik beim Menschen verwendet
werden (Martini et al. 2001). AuBerdem entspricht auch ihr Kérpergewicht in etwa dem
des Menschen.

Schafe eignen sich auch aufgrund ihrer guten Handhabbarkeit, sowie der relativ gerin-
gen Anschaffungskosten fiir die Nutzung als Versuchstiere (Nunamaker 1998).

Der Hund, der ebenfalls als geeigentes Tiermodell genannt wird (Eitel et al. 1981) ,
sowie die aufgrund der groBen kndchernen Ubereinstimmung attraktiven Primaten,
wurden aus ethischen aber auch aus finanziellen Griinden nicht in Erwdgung gezo-
gen. Das Schwein und das Kaninchen sind haufig verwendete Tiermodelle, die jedoch
aufgrund der unterschiedlichen Dynamik der Knochendefektheilung hier als weniger
geeignet erschienen (Metak et al. 1998). Speziell das Kaninchen kam aufgrund sehr
schnellen Knochendefektheilung nicht in Frage, da dadurch ein Vergleich mit der Frak-
turheilungszeit des Menschen unmdéglich ist (Sturmer und Schuchardt 1980;Metak et
al. 1998). Pferd und Rind zeigen zwar dem Menschen sehr ahnliche Heilungszeiten
(Roach et al. 1989), wurden aber aus finanziellen und praktischen Griinden nicht in
Betracht gezogen.

Um die Knochenneubildung beurteilen zu kbnnen musste ein System gewahlt werden,
in dem es unter physiologischen Bedingungen ohne Therapie zu keiner Ausheilung
kommt. Diese sogenannten ,Critical Size Defekte* werden definiert als kleinste Kno-
chendefekte in einem bestimmten Knochen einer speziellen Tierart, der wahrend der
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gesamten Lebenszeit des Tieres nicht spontan zur Ausheilung kommt (Gugala und
Gogolewski 1999;Schmitz und Hollinger 1986). Die GrdBe dieses Defekts ist von ver-
schiedenen Faktoren wie Tierart, Alter des Tieres, Art des Knochens, Osteosynthese-
verfahren und Fixation abhangig.

Die DefektgréBen, die als kritisch angesehen werden liegen bei der Mehrzahl der Stu-
dien zwischen 3 und 4 cm bei Tibiadefekten beim Schaf (Bloemers et al.
2003;Chistolini et al. 1999;den Boer et al. 1999;den Boer et al. 2003;Gugala und Go-
golewski 1999;Wippermann et al. 1999). Das stimmt Gberein mit den Angaben von
Yuehuei HA und Friedman JR (1999), die als Richtlinie fur die Lange eines “Critical
size defect” das Zweifache des Durchmessers der Diaphyse definierten. Der durch-
schnittliche Durchmesser der mittleren Diaphyse der Tibia des Schafes betragt in etwa
1,5 cm. Deshalb wurde in der vorliegenden Studie eine DefekigréBe von 3 cm ver-
wendet. AuBerdem konnte im Rahmen einer vorausgegangenen Dissertation gezeigt
werden, dass bei den Pilottieren, bei denen der Defekt leer belassen wurde, auch bei
einer verlangerten Standzeit von 12 Monaten es zu keiner Ausheilung des Knochen-
defektes kommt (Vohrer 2007). Histologisch zeigte sich in den Pilottieren eine straffe
Pseudarthrose, wahrend réntgenologisch nur ansatzweise eine von den Osteoto-
miestellen ausgehende Regeneration zu beobachten war. Der Nachweis, dass es sich
bei dem vorliegenden Modell um ein Defektmodell kritischer Defektgr6Be handelt,

konnte somit erbracht werden.

Neben der Verwendung eines Tibiadefekts, sind in der Literatur auBerdem Modelle an
verschiedenen anderen langen Réhrenknochen wie Femur oder Metatarsus beschrie-
ben. Der Zugang zum Femur ist aufgrund der groBen Muskeln, die ihn bedecken,
schwierig, auBerdem ist seine diinnere Kortikalis problematisch. Am Metatarsus ist die
Blutzufuhr aufgrund der geringen Muskulatur sehr limitiert, weshalb die beschriebenen
sehr kleinen kritischen DefektgréBen von nur 0,6cm nicht verwundern. Die Vorteile der
Tibia liegen demnach einerseits in dem einfachen chirurgischen Zugang und andere-
seits in der extrem guten Blutversorgung, da 2/3 der Tibia mit Muskulatur bedeckt
sind.

Als Osteosynthesesytem kommen prinzipiell 3 verschiedene Systeme in Frage. Der
Einsatz eines intramedulldren Nagels ist ein weitverbreiteter Ansatz (den Boer et al.
2003;den Boer et al. 1999;Wippermann et al. 1999;Hertel et al. 1994;Regauer et al.
2005;Sarkar et al. 2006), da die Komplikationsraten niedrig zu sein scheinen. Aller-
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dings ist die Kombination mit einem Trager und Zellen schwierig, da das zu untersu-
chende Material nur in begrenzten Mengen eingebracht werden kann, weil der Nagel
den GroBteil des Defekts ausflllt. AuBerdem kann der Nagel mit dem eingebrachten
Material interferieren und eine Beurteilung der Regeneration im spongdsen Inneren
der Réhrenknochen ist nicht méglich. Andere Gruppen verwenden erfolgreich externe
Fixationsmethoden (Chistolini et al. 1999;Gugala und Gogolewski 1999;Marcacci et al.
1999;Moxham et al. 1996). Diese sind jedoch bei langeren Standzeiten mit Nachteilen
behaftet, da Infektionen entlang des Pins und/oder Lockerung desselben enstehen
kénnen. Als dritte Méglichkeit kommt die Fixation mit Platten in Frage. Bei der Ver-
wendung von nur einer Platte wurden inakzeptabel hohe Verluste durch Versagen des
Fixationssystems festgestellt (Wefer et al. 2000), so dass einem System mit 2 Platten
der Vorzug gegeben wurde. Der Nachteil der 2-Platten-Systeme ist die eingeschrankte
Evaluierung des radiologischen Heilungsverlaufs aufgrund der réntgendichten Platten.
Dieses Problem wurde hier durch die Verwendung einer neuartigen rontgendurchlas-
sigen Carbonfaserplatte (Snakeplate) umgangen, wodurch das bildgebende Monito-
ring wahrend der Standzeit jederzeit mdglich ist. Im Unterschied zur Verwendung der
intramedullaren Stabilisierung kann mit diesem Doppelplattenmodell sowohl die korti-
kale Regeneration, als auch die Regeneration im spongiésen Bereich des Réhrenkno-
chens untersucht werden. Der verwendete Trager war, im Gegensatz zu anderen hau-
fig verwendeten Scaffolds wie TCP ebenfalls réntgendurchlassig. Dies fihrte dazu,
dass ausschlieBlich die Neubildung von Knochen und Kallus evaluiert werden konnte,
nicht aber die Integration des Scaffolds.

Die Auswertung der Rdntgenbilder erfolgte wie beschrieben durch eine neuartige Me-
thode mithilfe einer frei verfigbaren Computer Software (GIMP). Beim Vergleich die-
ser Methode mit den semiquantitavien Auswertungsmethoden nach Mosheiff et al.
(2003) und Werntz et al. (1996) konnten Schénberger et al. (2007) an zwei verschie-
denen Tiermodellen eine signifikant bessere Objektivitdt nachweisen. Ahnliche Ergeb-

nisse konnten bezlglich der Reliabilitat festgestellt werden.

Die in dieser Studie verwendeten Schafe waren hinsichtlich Rasse, Alter, Geschlecht
und Gewicht einheitlich. Dadurch und durch die randomisierten Gruppeneinteilung,

sowie Haltung unter gleichen Umweltbedingungen wurden mégliche Beeinflussungen

113



Diskussion

durch externe Einwirkungen minimiert. Die verwendeten Hangematten halfen auBer-
dem unterschiedliche Spitzenbelastung auf die HintergliedmaBe zu reduzieren.

Die Versuchsdauer wurde nach Vorversuchen mit einer Standzeit von 3 Monaten auf 6
Monate erhéht, da nach 3 Monaten erst eine beginnende Knochenbildung, jedoch
noch keine knécherne Durchbauung beobachtet werden konnte.

Die Komplikationsraten in Defektmodellen kritischer GréBe liegt zwischen 2,5% (den
Boer et al. 1999) und 22% (Wefer et al. 2000). In dieser Studie musste ein Tier der
Versuchsgruppe aufgrund eines chirurgischen Fehlers, der zur Fraktur der distalen
Kortex fuhrte ein Tag nach der Operation eingeschlafert werden. Bei einem weiteren
Tier flhrte ein Versagen der zwei distalen Schrauben zu einer Plattenbiegung, so dass
es ebenfalls aus dem Versuch ausgeschlossen und euthanasiert werden musste. Bei
Betrachtung der fiir diese Arbeit verwendeten Schafe liegt die Komplikationsrate des-
halb bei 9%. Betrachtet man aber die insgesamt mit dieser Technik operierten Tiere
(37), bei denen keine weiteren zum Auschluss fihrenden Komplikationen auftraten,

kann fur dieses Defektmodell eine Komplikationsrate von 5,4% errechnet werden.

4.4.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnte durch ASC kombiniert mit einem Kollagentrager kei-
ne ausreichende Knochenbildung im Defektmodell kritischer GréBe (CSD) erzielt wer-
den. ASC konnten die in sie gesetzten Hoffnungen sowohl réntgenologisch, als auch
histologisch nicht bestatigen. Sie zeigte ganz im Gegenteil signifikant schlechtere Hei-
lungstendenzen, als die mit BMSC besiedelten Kollagentrager derVergleichsgruppe C.
AuBerdem waren weder rontgenologisch, noch histologisch signifikante Unterschiede
zum Einsatz des Kollagentrdgers ohne Zellen festzustellen. Das schlechtere Ab-
schneiden dieser Zellquelle konnte jedoch zum Teil durch den Zusatz des osteoinduk-
tiven PRP ausgeglichen werden.

Dass mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark Uber osteogenes Regene-
rationspotential verfligen ist hinreichend untersucht und bekannt (Bruder et al.
1994;Bruder et al. 1998b;Kadiyala et al. 1997).

Auch die Verwendung von BMSC am Defektmodel kritischer GréBe ist bereits von ei-
nigen Arbeitsgruppen an verschiedenen Tiermodellen untersucht worden. Die Arbeits-
gruppe um Bruder und Kadiyala setzte als eine der ersten MSC in einem ,critical-size
defect” (CSD) ein. Zuerst 1997 am Femur der Ratte (Kadiyala et al. 1997), ein Jahr
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spater auch am kaninen Femur (Bruder et al. 1998b). In einem 21 mm groBen kortika-
len Defekt im kaninen Femur untersuchten sie das Knochenregenerationspotential von
BMSC auf einem Keramiktrager, im Vergleich zum Trager alleine. Seine histologi-
schen und morphometrischen Untersuchungen zeigten einen signifikant héheren Kno-
chenanteil in den Poren der Trager, die mit BMSC besiedelt waren. Sowohl Lamellen-
knochen, als auch Geflechtknochen war in den Poren dieser Trager zu finden. Beim
Einsatz der Trager ohne MSC traten auBerdem zahlreiche Frakturen auf.

An einem ahnlichen Tiermodell wie in der vorliegenden Studie zeigte eine Gruppe aus
Italien die Vorteile einer Kombination von Scaffold und BMSC in einer Pilotstudie (Kon
et al. 2000). In einen 3,5 cm groBen Tibiadefekt implantierten sie einen Hydroxylapatit-
Trager einmal mit BMSC (n=2) und einmal ohne Zellen (n=2), stabilisiert durch einen
Fixateur externe. Die Gruppe konnte zeigen, dass der Zusatz von BMSC zum Trager
zu einer starkeren Kallusbildung und einer ausgepragteren Knochenbildung insgesamt
fihrte. AuBerdem konnte in den zellbeladenen Konstrukten neugebildeter Knochen
auch innerhalb der Makroporen des Tragermaterials nachgewiesen werden, wahrend
die Knochenformation in den zellfreien Proben sich ausschlieBlich auf die Oberflache
des Tragers beschrankte.

Einen anderen Ansatz wahlten Shang et al., die einen nicht lasttragenden Defekt kriti-
scher GréBe (bilaterale 20mm groBe Defekte im Os parietale) als Modell verwendeten.
Anders als in den bisherigen Studien verwendetn sie auBBerdem osteogen induzierte
BMSC. Auch hier konnte durch den Zusatz von BMSC zu einem Scaffold (Kalzium-
Alginat) die Defektfllung mit neugebildetem Knochengewebe erzielt werden, wahrend
in den Kontrollgruppen nur fibroses Gewebe den Defekt ausfillte (Shang et al. 2001).
Sogar allogene BMSC sind nach einer Studie von Arinzeh et al. (2003), dazu geeignet
die Knochenheilung zu férdern. In einem CSD im Femur des Hundes erzielten die al-
logenen Zellen &hnlich gute Effekte, wie autologe BMSC.

Waéhrend die bisher genannten Studien hauptsachlich langsam abbaubare Tragerma-
terialien in den lasttragenden Defekten kritischer GrdBe einsetzten, zeigt eine neuere
Studie, dass BMSC auch in Kombination mit einem schnell degradierbaren Scaffold
(Koralle) zur Knochenbildung fuhren (Zhu et al. 2006). Mit dieser Kombination war
nach 4 Monaten radiologisch eine Uberbriickung des Defekts zu erkennen, und nach 8
Monaten konnte geformter Knochen mit Kortex nachgewiesen werden. Der Scaffold
alleine fihrte erwartungsgeman zu keinem Knochen und war innerhalb von 2 Monaten

abgebaut.
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Einen Vergleich mit dem derzeitigten Goldstandard, der autologen Knochentransplan-
tation, wagte die Studie von Hou in einem Defekt im Kranium des Kaninchen (Hou et
al. 2007). Die Arbeitsgruppe konnte durch die Kombination eines rekombinanten
Wachstumsfaktors (rhBMP 2) mit einem schnell degradierbaren Scaffold (Koralle) und
BMSC ahnlich gute radiologische Ergebnisse wie durch einen Knochentransplantat

aus dem Beckenkamm erzielen.

Einige Gruppen haben sich mittlerweile auch mit der Knochenbildung von ASC in vivo
beschaftigt. Dabei kamen vor allem Modelle der ektopen Knochenbildung zum Ein-
satz. Die Arbeitsgruppen von Dragoo (2003), Lin (2006) und Zheng (2006) verwende-
ten intramuskulare Implantationsmodelle mit BMP2 bzw. BMP4 transfizierten Zellen fur
4, 8 bzw. 24 Wochen und bestatigen eine Knochenbildung in vivo. Lee et al. (2003)
untersuchten die Knochenbildung in vivo anhand eines subkutanen Implantationsmo-
dell. Dabei konnten sie ausschlieBlich bei Implantation von in osteogenem Indukti-
onsmedium vorkultivierten Zellen (auf einem Polyglykolsauretrager) nach 8 Wochen
eine Knochenbildung beobachten, nicht jedoch bei nicht vordifferenzierten Zellen.
Auch Hattori et al. (2006) untersuchten mithilfe dieses Modells die Unterschiede zwi-
schen BMSC und ASC, jeweils ebenfalls vorkultiviert, allerdings auf einer B-
Tricalciumsphosphat Matrix. Sie bestéatigten eine den BMSC entsprechende Knochen-
bildung. Kakudo et al. (2007) machte dieselben Beobachtungen auf einem Kollagen-
trager.

Auffallig an den bisher genannten Studien ist, dass ausschliesslich osteogen induzier-
te oder transfizierte Zellen zu einer Knochenbildung von ASC flhrten.

Ein Vorteil der osteogene Differenzierung der Zellen vor Transplantion ist, dass die
Stammzellen in die gewiinschte Richtung vordifferenziert sind und somit eventuell
schneller Knochen bilden kénnen. Wir verwendeten jedoch nicht differenzierte Zellen,
aufgrund der Annahme, dass diese ,unreifer und in Folge dessen proliferationsfreudi-
ger sind. Eine Studie von Kasten et al. (Kasten et al. 2005) zeigte auBerdem, dass bei
BMSC durch eine statische in vitro ,Vor“-Differenzierung keine Verbesserung der ek-

topen Knochenbildung im Vergleich zu undiffernzierten MSC zu erzielen war.

Die erste Studie mit nicht vorkultivierten, nicht transfizierten ASC in einem Defekt kriti-
scher GréBe stammt von Cowan et al. (2004). Sie setzten verschiedene Zellarten, un-
ter anderem auch ASC und BMSC, auf einem Apatit-benetzten Polymer in einen 4mm
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groBen Defekt im Schadeldach von Mausen ein. Diese Konstrukte zeigten sowohl mit
BMSC, als auch mit ASC schon nach 2 Wochen eine signifikante desmale Knochen-
bildung und nach 12 Wochen konnte eine komplette Uberbriickung in der réntgenolo-
gischen Uberwachung und Histologie festgestellt werden. Anders als in der vorliegen-
den Studie am lasttragenden Defekt kritischer GréBe, konnte Cowan in seinem nicht
lasttragenden Modell also keine Unterschiede zwischen BMSC und ASC hinsichtlich
ihrer Fahigkeit zur Knochenneubildung ausmachen. Eine mdgliche Erklarung liegt dar-
in, dass in diesem nicht lasttragenden Defekt im platten Knochen des Schadeldachs
moglicherweise andere Faktoren flr die Bildung von Geflechtknochen wichtig sind, als
in einem gewichtstragenden Modell an einem Réhrenknochen, bei dem viel komplexe-
re Vorgange bis zum Umbau zum Lammellenknochen notwendig sind. AuBerdem ist
ist die DefekigréBe von 4 mm maoglicherweise zu gering, auch wenn die Autoren die
kritische GréBe des Defekts, anhand der fehlenden Defektlberbriickung ohne Thera-
pie nach 12 Wochen zeigen.

An einem etwas groBeren Defekt (8 mm) am Schadeldach der Ratte untersuchten
Yoon et al. (2007) die Unterschiede zwischen dem Einsatz von osteogen differenzier-
ten gegendber nicht differenzierten ASC. Sie zeigten, dass differenzierten ASC radio-
logisch zu einem signifikant starkeren Knochenwachstum und histologisch zu einer
robusteren Knochenregeration flhrten, als nicht differenzierte Zellen.

Desgleichen konnte Cui et al. am Schadeldach des Hundes zeigen, dass vorher oste-
ogen induzierte ASC 84 % (+/-6,45 %) des Defektvolumens knéchern reparierten,
wahrend der Scaffold (Koralle) alleine nur zu einer Defektflllung von 25% (+/-18,82%)
fihrte (Cui et al. 2007).

Peterson et al. (2005) benutzten erstmals ein wirklich lasttragendes Defektmodell kriti-
scher GréBe, und zwar in Form eines 6mm groBen Defektes im Femur der Ratte. Da-
bei konnte in der Gruppe mit BMP 2 transfizierten ASC, aber auch mit Zugabe des
Wachstumsfaktors alleine, nach 8 Wochen eine Heilung beobachtet werden. Keine
Heilung fand erwartungsgeman in der Kontrollgruppe (nur Kollagen-Keramik Trager)
statt. Interessanterweise konnte auch hier, durch nicht transfizierten ASC in Kombina-
tion mit dem Scaffold keine Heilung beobachtet werden. Peterson kommt in seiner
Studie zu dem Schluss, das ASCs, die nicht genetisch manipuliert wurden um BMP 2
Uberzuexprimieren nicht in der Lage sind einen Defekt kritischer GroBe zu heilen. Dies
konnte anhand der vorliegenden Studie bestéatigt werden. Auch MSC aus Muskelge-
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webe waren nach einer Studie von Wright et al. (2002) nicht dazu in der Lage einen
Defekt kritischer GréBe zu schliessen. Mehrere Studien belegen jedoch, dass Stamm-
zellen aus dem Knochenmark sehr wohl in der Lage sind einen CSD zu heilen. Diese
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die Stammzellen aus verschiedenen Ursprungs-
geweben ein unterschiedlich ausgepragtes natives osteogenes Potential besitzen (Pe-
terson et al. 2005)

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse von Peterson, aber auch der anderen genannten
Studien ist der Schluss zulassig, dass BMSC geméas ihres Ursprunggewebes ein stér-
ker ausgepragtes osteogenes Potential besitzen. Bei ASC hingegen scheint das oste-
oinduktive Potential weniger stark ausgepragt zu sein. Bis auf die Studie von Cowan
am Schadeldach der Ratte, konnte keine der Studien mit nicht vorbehandelten ASC
ahnlich gute Ergebnisse wie mit BMSC erzielen. Erst durch die Zugabe von Wachs-
tumsfaktoren, die Verwendung vordifferenzierter oder transfizierter Zellen konnte Er-
gebnisse erzielt werden, die den Ergebnissen mit BMSC ebenblrtig waren. Interes-
sant ist in diesem Zusammenhang, dass die Defektflllung mit ASC zur Ausbildung
eines fettgewebshaltigen Kallus flhrte, der bei keiner der anderen Gruppen anzutref-
fen war. Dies legt die Vermutung nahe, das ASC gemaB ihrem Ursprungsgewebe ein
starker ausgepragtes adipogenes Potential besitzen. Méglicherweise besinnen sich
Zellen in einem Umfeld das keine osteoinduktive Reize austbt sozusagen auf ihr ,Ur-
sprungsgewebe“ und differenzieren in diese Richtung. In diesem Critical Size Defekt
werden demnach wohl zuwenig osteoinduktive Reize ausgelbt, so dass sich die ASC
entsprechend ihres Ursprungsgewebes in Richtung Adipozyten differenzieren.

Das geringere osteoinduktive Potential von ASC in vivo konnte zum GroBteil durch
den Zusatz der osteoinduktiven Komponente PRP ausgeglichen werden. Radiologisch
konnte auch der Zusatz von PRP zu den ASC zu keiner deutlichen Verbesserung oder
Beschleunigung der Knochenheilungsrate fihren. Erst am Ende des Versuchs erreich-
te die ASC+PRP-Gruppe ein den BMSC ebenbirtiges Niveau. Histologisch sind durch
den Zusatz von PRP keine signifikanten Unterschiede mehr zur Vergleichsgruppe mit
BMSC zu sehen. AuBer in der Rubrik der Verkndcherung (bone formation) nach
Werntz gibt es zwischen der Versuchsgruppe A (ASC) und der Versuchsgruppe B
(ASC+PRP) in der histologischen Auswertung keine statistisch signifikanten Unter-
schiede. In der Rubrik Verkndcherung hingegen ist die Versuchsgruppe B (ASC+PRP)
der Versuchsgruppe A, die nur ASC verwendete, signifikant Gberlegen.
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Bereits mehrere Studien konnten in der Vergangenheit positive Effekte von PRP auf
die Knochenregenration aufzeigen.

Schon 1964 berichtete Schulte et al. Gber die Verwendung von autologen Blutproduk-
ten zur Unterstlitzung der Knochenregeneration nach Zystektomien. Doch erst 30 Jah-
re spater griffen Yamato et al. die Verwendung von autologen Blutprodukten wieder
auf, und zwar als Gewebekleber bei Blutstillungen. Die ersten Beschreibungen der
Herstellung von PRP stammen von Withmann et al. (1997), der es zur beschleunigten
Knochenregeneration in der Kiefer- und Gesichtschirurgie einsetzte und zudem einen

positiven Einfluss auf die Weichteilheilung bemerkte.

Wie die allermeisten Studien, die sich mit PRP beschaftigen stammt auch die erste
klinische Studie mit insgesamt 88 Patienten aus dem Bereich der Kieferchirurgie (Marx
et al. 1998). Marx setzte PRP zuséatzlich zu autologen Knochentransplantaten in Un-
terkieferrekonstruktionen ein. Durch den Zusatz von PRP konnte er die Knochendichte
im Vergleich zur Kontrolle um 19% verbessern.

Ebenfalls aus der Kieferchirurgie berichteten Kassolis et al. (2000) Gber positive Effek-
te anhand von 15 klinischen Fallberichten, bei denen jedoch ein Vergleich mit anderen
Therapiemethoden fehlt. Dies lieferte Kassolis dann 2005 in einer Studie mit 10 Pati-
enten, bei der er allogenene gefriergetrocknete Knochentransplantate (= FDBA = engl.
freeze-dried bone allografts) entweder mit PRP oder aber mit einer resorbierbaren
Membran kombinierte und diese Konstrukte im Rahmen einer bilateralen Sinusaug-
mentation einsetzte. Er stellte in der PRP-Gruppe einen signifikant héheren Prozent-
satz an vitalem Gewebe fest, auch der Prozentsatz der Knochenformation war erhéht,
jedoch nicht signifikant.

Im Bereich der Implanatforschung weisen auch Studien am Minischwein und Hund auf
einen positven Effekt von PRP auf die Implantatverankerung hin (Kim et al.
2002;Zechner et al. 2003). Kim et al. (2002) konnten durch den Zusatz von PRP zu
einem demineralisierten Knochenpuder, einen héheren Prozentsatz an Kontakt zwi-
schen Implantat und Knochen erzielen. Auch in einer Studie am Minischwein konnten
Zechner et al. (2003) durch den Einsatz von PRP den Prozentsatz an Knochen-
Implantat-Kontakten fast verdoppeln. Da die Arbeitsgruppe diese signifikanten Unter-
schiede jedoch nur nach 6, nicht aber nach 12 Wochen feststellen konnte, schlussfol-

gerten sie, dass PRP sich vor allem in der frihen Heilungsphase positiv auswirk.
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Demgegenulber steht die Studie von Choi et al. (2004), die durch den Zusatz von PRP
zu Zahnimplantaten beim Hund gegeniber der Kontrolgruppe eine geringere Kno-
chenformation und ein verspatetes Remodelling feststellten. Auch bei der Implantation
von Zahnimplantaten in die Tibia von 6 Hunden, konnte You et al. (2007) signifikant
weniger Knochen-Implantat-Kontakte fir die Gruppe feststellen, bei der zusétzlich zu
spongiésen Granula (BioOss®) PRP eingesetzt wurde. Ebenso konnten Jensen et al.
(2005) in seiner Implantatstudie an 8 Hunden keine zusétzlichen positiven Effekte von
PRP feststellen. Er setzte mit Hydroxylapatit (HA) beschichtete Titanimplantate bilate-
ral in Femurkondylen ein und fillte die Licke um die Implantate entweder mit unbe-
handeltem Knochen, oder allogenen, entfetten, bestrahlten und gefriergetrockneten
Knochentransplantaten. Zusatzlich untersuchten sie die Kombination dieser beiden
Knochentransplantate mit PRP, konnten dadurch jedoch keine Verbesserung der Im-
plantatfixation oder der Knochenbildung feststellen. Da die Aktivitat, bzw. die Konzent-
ration der Wachtsumsfaktoren des PRP nicht analysiert wurde, kénnen die Autoren
nach eigenen Angaben ein Fehler im Herstellungsprozess des PRP nicht ausschlies-
sen. Als anderen mdglichen Grund nennen Jensen et al. die Tatsache, dass aufgrund
der Beschichtung des Implantates mit HA und des relativ kleinen Defekts schon durch
die Knochentransplantate eine optimale Heilung stattfindet, die durch PRP nicht weiter
verbessert werden kann.

Beim Zusatz von PRP zu laminaren Titanimplantaten wiederum, die in die Tibia von 15
Ratten implantiert wurden, konnten jedoch signifikant héhere Prozentsatze an neu ge-
formtem Knochen gegentber der Kontrollgruppe festgestellt werden (Fontana et al.
2004).

Auch auBerhalb der Kieferchirurgie und Implantatforschung existieren mittlerweile kon-
troverse Studien, die die Effekte von PRP in verschiedenen Modellen untersuchen.

In einem ektopen Knochenbildungsmodell an der Nacktmaus konnten Ranly und Kol-
legen keine positiven Effekte von PRP nach intramuskularer Implantation von demine-
ralisierter Knochenmatrix und PRP feststellen. Diese Studie deutet sogar auf eher in-
hibitorische Effekte des PRPs hin, da durch den Zusatz von PRP die Knochenflache
und die OssikelgréBe abnahmen (Ranly et al. 2007). Der Zusatz von PRP zu B-TCP
hatte auch bei der von Li et al. (2004) untersuchten Spinalfusion bei Schweinen kei-

nerlei positive Effekte. Wahrend die Transplantation von autologem Knochen zu einer
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computertomographisch erfassten Fusionsrate von 50% flihrte, waren sowohl mit -
TCP alleine, als auch in Kombination mit PRP nur partielle Fusionen zu erkennen.
Keinen positiven Effekt postuliert auch die Gruppe um Froum et al. (2002). Dieser Arti-
kel ist jedoch nur ein Fallbericht mit 3 Patienten, bei denen auBerdem jeweils unter-
schiedliche Tragermaterialien verwendet wurden.

Die Studie von Aghaloo et al. (2002) die oft als PRP kritische Studie angefihrt wird,
zeigt lediglich, dass die Verwendung von PRP alleine in einem Kraniumdefekt bei Ka-
ninchen zu keiner signifikanten Steigerung der histomorphmetrischen Knochenflache
oder der radiologischen Knochendichte fihrte. Die Kombination von PRP mit autolo-
gen Knochen jedoch zeigte einen deutlichen, jedoch nicht signifikanten positiven Ef-

fekt im Vergleich zu autologem Knochen alleine.

Etwas auBergewohnlich ist die Studie von Gandhi und Kollegen, die den Effekt von
PRP bei der Heilung von Femurfrakturen bei diabetischen Ratten untersuchten. Es ist
bekannt, dass Diabetes mellitus den Frakturheilungsprozess verschlechtert. Dies ge-
schieht unter anderem durch die reduzierte Expression von fur die Knochenheilung
wichtigen Faktoren. In der Studie von Gandhi et al. (2006) konnten bei den diabeti-
schen Ratten signifikant niedrigere PDGF, TGF-B1, IGF-1 und VEGF Expressionen
festgestellt werden. Die dadurch verschlechterte Zellproliferation und Chondrogenese
in der frihen Heilungsphase und die schlechtere biomechanischen Eigenschaften des
spaten Frakturkallus konnten durch die perkutane Injektion von PRP in den Frak-
tuspalt weitestgehend ausgeglichen werden.

Interessant ist auch eine aktuelle Studie von Kitoh et al. (2007) in der er bei 17 Patien-
ten im Rahmen einer Distraktionsosteogenese zusatzlich osteogen differenzierte
BMSC und PRP einsetzte. Durch die Zugabe von BMSC und PRP konnte im Vergleich
zu einer Kontrollgruppe mit 29 Patienten die Komplikationsrate von 23% auf 6 % ge-
senkt werden. AuBerdem war festzustellen, dass bei keinem der 17 Patienten eine
verspatete Konsolidierung auftrat, wahrend dies in der Kontrollgruppe zu 45% der Fall

war.

Wichtiger fir den Vergleich mit der vorliegenden Studie sind jedoch Studien an Defek-
ten kritischer GréBe.

Dallari et al. (2006) verglich in seiner Studie den Einsatz von allogenen gefriergetrock-
neten Knochentransplantaten (FDBA), BMSC und PRP jeweils alleine oder in allen
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erdenklichen Kombinationen in einem ,critical size defefect* am Kaninchenfemur. Als
spongidsen Defekt setzte er zylindrische Bohrlécher, bilateral in die distalen Femur-
kondylen. Die besten Heilungsraten, berechnet anhand der verbleibenden Defektfla-
che, konnte durch die Kombination aller drei Komponenten erzielt werden, die schon
nach 2 Wochen signifikant Gber dem alleinigen Einsatz von BMSC oder PRP lag. Ver-
glichen mit Femurkondylen gesunder Kochen zeigten die Gruppen mit dem alleinigen
Einsatz von FDBA, BMSC oder PRP signifikante Unterschiede im Knochenvolumen,
der Trabekeldicke und -seperation, wahrend die kombinierten Gruppen im Bereich der
gesunden Knochen lagen. Ein Defekt kritische GréBe an der Stirn von 24 Minischwei-
nen verwendeten Wiltfang et al. (2003). Sie setzten verschiedene xenogene Trager-
materialen und autologen Knochen alleine und in der Kombination mit zwei unter-
schiedlich hergestellten PRPs ein und wertete die Defekte nach 2, 4 und 12 Wochen
immunhistochemisch und radiologisch aus. Einen positiven Effekt fir PRP konnte die
Arbeitsgruppe nur in der friihen Heilungsphase nach 2 Wochen und nur in Kombinati-
on mit autologem Knochen feststellen.

Wirklich lasttragende Defekte kritischer GréBe verwendeten nur Sarkar, Rai und Kas-
ten (Sarkar et al. 2006;Rai et al. 2007; Kasten et al. 2008). Wahrend Sarkar et al.
(2006) im ,critical size defect” in der Tibia des Schafes nach 12 Wochen keine Unter-
schiede zwischen der Kombination eines Kollagentragers mit PRP und der Kontroll-
gruppe mit dem Kollagentrager alleine feststellen konnte, beobachteten Rai et al.
(2007) in ihrer Studie am 8mm-groBen Defekt am Femur der Ratte positive Auswir-
kungen von PRP. Sie stellten fest, dass der Zusatz von PRP zu dem Knochenersatz-
stoff Polylacton-TCP nach 3 Wochen zu einer besseren Vaskularisierung, und nach 12
Wochen zu einer signifikant héheren Rate vollstandig geheilter Femura, sowie zu einer
verbesserten Torsionssteifigkeit fihrte. Auch Kasten et al. (2008) bestétigten in ihrer
aktuellen Studie am Kaninchenradius die die Knochenheilung férdernden Eigenschaf-
ten von PRP. Sowohl durch den Zusatz von PRP, als auch von BMSC zu dem ver-
wendeten Trager (calcium-deficient hydroxyapatite=CDHA), konnte die Knochenneu-
bildung im Vergleich zum Einsatz des Tragers alleine signifikant verbessert werden.
Eine Kombination von BMSC und PRP auf dem Trager fihrte zu keiner weiteren Stei-
gerung der Knochenheilungsrate.

Diese kontroversen Ergebnisse kbnnen moglicherweise auf die uneinheitlichen Proto-
kolle zur Herstellung und Verwendung von PRP zurlckgefihrt werden. Ein mdglicher-
weise wichtiger Punkt dabei ist die Zahl der eingesetzten Thrombozyten. Wie bereits
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beschrieben, kann die Thrombozytenkonzentration in unterschiedlich hergestellten
PRP-Produkten erheblich schwanken. Haynesworth et al. (2002) zeigten, dass die
Hohe der Thrombozytenkonzentration direkt mit der Proliferation und Differenzierung
von adulten mesenchymalen Stammzellen korreliert. Einen Vergleich der vorliegenden
Literatur Gber den Effekt von PRP auf die Knochenheilung in klinischen Studien, ist
deshalb aufgrund der unterschiedlichen, oder zum Teil nicht angegebenen Thrombo-
zytenkonzentration nur schwer méglich. Eine ausreichende zellulare Antwort kann je-
doch nur mit Konzentraten erreicht werden, bei denen die Thrombozytenzahl Uber
dem vier- bis funffachen der Ausgangszahl liegt. Demzufolge legte Marx (2004) eine
Konzentration von 1 Mio/ul als Grenzwert flr ,therapeutisches PRP* fest. Eine andere
mdgliche Ursache flr eine unzureichende Wirkung von PRP kann eine Beschadigung
oder vorzeitige Aktivierung der Thrombozyten darstellen, die zum Verlust von Wachs-
tumsfaktoren flhrt. Auch die relativ kurzen Halbwertszeiten (100 min bei TGF-B;
(Gleizes et al. 1997;Wakefield et al. 1990) der enthaltenen Wachstumsfaktoren mus-
sen beachtet werden, um ein funktionsfahiges PRP einzusetzen. Fir eine zuklnftige
bessere Vergleichbarkeit ist deshalb eine Bestimmung der Wachstumsfaktorkonzent-
rationen in dem verwendeten PRP empfehlenswert.

Andere mogliche Ursachen fur einen fehlenden positiven Effekt von PRP in klinischen
Studien kénnen Ausgangssituationen darstellen, die so optimal gewahlt sind, dass
durch PRP keine Verbesserung mdglich ist (Jensen et al. 2005). Auch zu spat gewahl-
te Untersuchungszeitpunkte fiihren dazu, dass der positive Effekt von PRP in der fri-
hen Phase der Knochenregeneration nicht festgestellt werden kann (Gerard et al.
2007). Als andere mogliche Ursache flr einen fehlenden positiven Effekt nennt Marx
auBerdem die Verwendung von nicht autologen PRP (Marx 2001).
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4.5 Abschliessende Betrachtung und Ausblick

Entgegen der in die Fettstammzellen gesetzten Hoffnungen, konnten in der vorliegen-
den Arbeit die ASC im Defektmodell kritischer GréBe nicht mit den Ergebnissen der
BMSC mithalten. Sowohl histologisch als auch radiologisch schnitt die Kombination
von ASC mit mineralisiertem Kollagen im Schaf signifikant schlechter ab als der Ein-
satz von BMSC auf mineralisiertem Kollagen.

Obwohl in vitro die Mehrzahl der Studien kaum Unterschiede zwischen ASC und
BMSC feststellten, scheinen ASC in vivo im Schaf ein geringeres osteogenes Potential
zu besitzen als BMSC. Auch in der vorliegenden Studie konnten in vitro keinerlei Hin-
weis auf ein reduziertes osteogenes Potential gefunden werden.

ASC eignen sich demnach nicht ideal fir den Einsatz im Tissue Engineering von Kno-
chen, jedenfalls nicht ohne eine vorherige Differenzierung oder Transfektion oder der
Zugabe eines osteoinduktiven Faktors. Durch die Zugabe des osteoinduktiven PRP
konnte die Knochenheilung in dieser Studie zwar deutlich verbessert werden, erreichte
aber das Niveau der BMSC nicht. Ein vielversprechender Ansatz kénnte mdglicher-
weise aber die Kombination von PRP und BMSC sein. Ob jedoch der Zusatz von PRP
zu BMSC in diesem Defektmodell zu einer weiteren Steigerung oder Beschleunigung
der Knochenheilung fihren wirde, muss in zukinftigen Studien Uberpruft werden. In-
teressant ware in diesem Zusammenhang auch die Untersuchung von PRP alleine,
ohne jegliche osteogene Komponente. Wichtig fir den weiteren Einsatz von PRP ware
auch eine genaue Analyse der Wirkmechanismen der einzelnen Komponenten des

Wachstumfaktorgemisches.
Ebenso kénnte die Erforschung der lokalen zellularen Mechanismen und molekular-

biologischen Prozesse hilfreich sein, um das geringere osteogene Potential von ASC

erklaren.
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5 Zusammenfassung

Die Entwicklung eines vitalen Knochenersatzmaterials durch die Kombination von
Zellen mit einem biokompatiblen Tragerstoff ist Ziel des hier vorgestellten ,Tissue
Engineering®. Als Zellquelle stellen Fettstammzellen (ASC) eine gut zugangliche
Alternative zu den bekannten und weit verbreiteten Knochenmarkstammzellen
(BMSC) dar, die nur in einer schmerzhaften Punktion gewonnen werden kdnnen.
ASC zeichnen sich in vitro durch ein exzellente Proliferationsfahigkeit und eine mit
BMSC vergleichbare Differenzierungsféahigkeit aus. In vivo Studien zum Einsatz
dieser Zellquelle in langstreckigen, gewichtstragenden Knochendefekten am

GroBtiermodell existieren bisher nicht.

Hauptziel dieser Untersuchungen war es deshalb, die Kombination von ovinen
ASC mit einem bewahrten Tréagermaterial, dem mineralisierten Kollagen, im ,Criti-
cal Size Defect* am Schaf zu evaluieren und mit BMSC zu vergleichen. Zur Opti-
mierung solcher Konstrukte werden vielfach als osteoinduktive Komponente
Wachstumsfaktoren eingesetzt. Plattchenreiches Plasma (PRP) enthélt eine Viel-
zahl von den Wachstumsfaktoren, die bei der Knochenbruchheilung eine Rolle
spielen und stellt somit eine aussichtsreiche Alternative zu teuren rekombinanten
Wachstumsfaktoren dar. Deshalb untersuchten wir, ob der zusatzliche Einsatz von
PRP die Knochenheilung beschleunigt oder verbessert.

Vor Beginn der Tierversuche wurde die Isolation von ovinen ASC erfolgreich etab-
liert und die Differenzierung in alle drei mesenchymalen Richtungen fir alle ver-
wendeten Zellen nachgewiesen. Die Untersuchung des Einflusses von PRP auf
die ovinen ASC in vitro zeigte zwar einen proliferationsférdernden Effekt, jedoch

keine positive Auswirkungen auf die osteogenen Differenzierung.

Als Defekt kritischer GréBe wurde ein 3,5 cm groBer Defekt in der Schafstibia ge-
wahlt. Zur Defektflllung wurde mineralisiertes Kollagen in Kombination mit ASC
(A), ASC+PRP (B), BMSC (C) oder ohne Zellen (D) verwendet. Zur Beurteilung
des zeitlichen Ablaufs der Knochenneubildung wurde in der 8. und 10. Woche eine
Fluoreszenzmarkierung durchgefihrt. AuBerdem wurde der Heilungsverlauf alle 2
Wochen durch radiologische Kontrollen dokumentiert und mithilfe eines frei zu-
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ganglichen Bildbearbeitungsprogram (GIMP, GNU General Public Licence) quanti-
tativ ausgewertet. Die Kombination von ASC mit dem mineralisierten Kollagen
zeigte dabei von der 10. Woche an bis zum Versuchsabschluss einen signifikant
geringeren prozentualen Anteil von Knochen im Defektbereich als die Kombination
mit BMSC. Auch mit dem Zusatz von PRP besteht ab der 10. Woche ein signifi-
kanter Vorteil fur die Vergleichsgruppe C. Nach 26 Wochen jedoch sind keine sig-
nifikanten Unterschiede mehr zwischen den beiden Gruppen festzustellen.

Nach 6-monatiger Standzeit wurden die Tier euthanasiert, der Knochen explantiert
und histologisch analysiert. Die Beurteilung der mit Giemsa-Eosin gefarbten
Schnitte erfolgte nach drei verschiedenen (semi-) quantitativen Auswertung-
methoden. Mit allen drei Auswertungssystemen wurden flr die Versuchsgruppe A
(ASC) signifikant schlechtere Heilungsresultate festgestellt als fir die Vergleichs-
gruppe (BMSC). Durch den Zusatz von PRP sind histologisch keine signifikanten
Unterschiede mehr zur Vergleichsgruppe mit BMSC zu sehen. In der Rubrik der
Verkndcherung (bone formation) nach Werntz ist die Versuchsgruppe B
(ASC+PRP) der Versuchsgruppe A (ASC) sogar signifikant Gberlegen.

ASC eignen sich demnach im Schafmodell nur eingeschrankt fiir den Einsatz im
Tissue Engineering, jedenfalls nicht ohne eine vorherige Differenzierung oder
Transfektion oder der Zugabe eines osteoinduktiven Faktors. Durch die Zugabe
des osteoinduktiven PRP konnte die histologische Knochenneubildung in dieser
Studie zwar deutlich verbessert werden, in den radiologischen Verlaufskontrollen
jedoch konnte das Niveau der BMSC nicht erreicht werden.

6 Summary

The development of a vital bone graft substitute using a combination of an osteo-
genic cell source with a biocompatible, osteoconductive scaffold is the goal of the
here presented “tissue engineering”. As a source of cells, stem cells (ASC) derived
from adipose tissue represent an easily accessible alternative to the common and
widely-used bone marrow derived stem cells (BMSC) which can only be harvested
through a painful bone marrow aspiration. ASC are characterized by an excellent
proliferation capacity along with a differentiation capacity which is comparable to
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that of BMSC. In vivo studies which evaluate the use of this new cell source in a
weight-bearing long bone defect in large animals do not yet exist.

The intention of this work therefore was to evaluate the use of a combination of
ovine ASC with an established scaffold such as mineralized collagen in a critical
size bone defect in sheep and to compare the results to a group using BMSC. For
the optimization of such a construct, many studies use growth factors as osteoin-
ductive components. Platelet rich plasma (PRP) contains many of the growth fac-
tors which play a role in the healing of bone fractures and therefore is a promising
alternative to expensive recombinant growth factors. Thus, the additional use of
PRP was investigated to see if it will accelerate or improve the healing rate of the
bone defect.

Before starting the animal experiment, the isolation of ovine ASC had been suc-
cessfully established and the differentiation in all three mesenchymal lineages
could be demonstrated for all cells used in the study. The evaluation of the influ-
ence of PRP on ovine ASC in vitro did show an increase in proliferation, however

there was no positive impact on the osteogenic differentiation.

As a critical size defect, a 3.5 cm tibia defect was chosen. To bridge the defect,
mineralized collagen was used in combination with ASC (A), ASC+PRP (B),
BMSC (C) or without cells (D). To estimate the chronological course of bone for-
mation, fluorescence labelling was performed in weeks eight and ten. Additionally,
the healing process was documented every two weeks using X-rays and a quanti-
tative analysis was done using an open source digital imaging software program
(GIMP, GNU General Public Licence). From ten weeks through the end of the trial,
the combination of ASC with a mineralized collagen scaffold showed a significantly
lower percentage of bone formation in proportion to the dimension of the defect
than the combination with BMSC. Even with the addition of PRP to ASC there was
still a significant advantage for the group using BMSC from week 10. However af-
ter week 26 no significant differences were observed between the two groups.

After six months the animals were sacrificed, the bone was explanted and ana-
lyzed histologically. Evaluation of the Giemsa Eosin stained slices was done using
three different (semi-) quantitative methods of analysis. Regarding the results of all
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three methods, experimental group A (ASC) showed significantly inferior results
when compared to group C (BMSC).

The group in which the addition of PRP to ASC was used, showed no significant
histological differences, when compared to the group C (BMSC). In the category of
bone formation the Werntz analysis even showed significantly better results for the
experimental group B (ASC+PRP) when compared to group A (ASC).

The results of this study indicate that ASC are only partly suitable for the applica-
tion of Tissue Engineering of bone especially not without prior differentiation or
transfection of the cells or the addition of an osteoinductive factor. With the addi-
tion of the osteoinductive factor PRP the histological bone formation could clearly
be enhanced, but regarding the X-ray monitoring the level of BMSC could not be
reached.
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7 Anhang

7.1  Materialien und Rezepte

7.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Medikamente

Aceton

Alizarinrot S

Alcianblau

Ameisenséaure

Aquatex

Benzoyl Peroxid

BSA (Bovines Serum Albumin)
Buprenorphin (Temgesic®)
Butorphanol (Morphasol®)
Carprophen (Rimadyl®)

CaCl

Cetylpyridiniumchlorid (C-9002)
Detomidin (Domosedan®)
Dexamethason

Diazepam (Valium®)

Dibutyl Phthalat

DMEM high glucose
DMSO

Doramectin (Dectomax®)
Eosin Yellowish

Essigsaure

Ethanol
FastRed-Lésung

Merck, Darmstadt

Chroma, Kéngen

Chroma, Kéngen

Fluka Chemie Ag, Buch, Schweiz
Merck, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buch, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim

Essex, Minchen

Morphasol, Graub, Bern Schweiz
Pfizer, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Pfizer, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics, Pharma AG, Grenzac

Wyhlen, Schweiz

Fluka Chemie AG, Buch, Schweiz
Invitrogen, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Pfizer Karlsruhe

Fluka Chemie AG, Buch, Schweiz
Roth, Karlsruhe

Fluka Chemie AG, Buch, Schweiz
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
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FCS

Fentanyl (Sintentyl®)
Fibrinkleber (Fibrin/Thrombin)
Giemsa-L6sung

Hamalaun

HCI
Insulin-Transferrin-Selenit (ITS)
Isofluran

Isopropanol
Kernechtrot-Aluminiumsulfat
Ketamin (Ketasol-100®)
L-Ascorbinsaure-2-Phosphat
Lidocain (Lidocain 2%®)
MCDB 201
Methylmethacrylat (MMA)
Moxidectin (Cydectin®)
NaOH

Natriumpyruvat
Penicillin/Streptomycin
Pentobarbital (Vetnarcol®)
PFA

Phosphatase Substrat #104
Ringer Lactat
Streptavidin-Biotin-Komplex
Thiopental (Pentothal®)
Triton X-100

Tris

Trypan Blau (0,4%)

Trypsin EDTA

XEM

Xylazin (Xylazin Streuli ®)
Xylol

Xylolersatz XEM-200

Biochrom, Berlin

Sintetica, Mendrisio, Schweiz
Tissucol DuoS, Baxter GmbH
Fluka Chemie AG, Buch, Schweiz
Chroma, Mlnster

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Abott AG, Baar, Schweiz

Merck, Darmstadt

Chroma, Mlnster

Graeub AG, Bern, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim

Streuli &Co Ag, Uznach, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim

Fluka Chemie Ag, Buchs, Schweiz
Wyeth Pharmaceuticals, Minster
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Veterinaria, Zirich, Schweiz
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Braun, Melsungen

DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Abott AG, Baar, Schweiz
Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin

Vogel GmbH, Giessen

Streuli und Co.AG, Uznach, Schweiz
Siegfried CMS AG, Zofingen, Schweiz

Vogel GmbH, Giessen
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7.1.2 Puffer
1xPBS pH 7,4

Firma Menge (g /1)
NaCl Roth 8
KCI Roth 0,2
Na;HPO, Merck 1,44
KH.PO, Merck 0,24

Krebs-Ringer-Puffer

Firma Menge (g /1)

MgCl, x 6 H.O Sigma-Aldrich, 0,1
Mannheim, D

KCI Roth, 0,34
Karlsruhe, D

NaCl Roth, 7,0
Karlsruhe, D

Na:HPO,4 x 12 H,O |Merck, 0,24
Darmstadt, D

NaH.PO,; x H;0 Merck; 0,204
Darmstadt, D

D-Glucose Sigma-Aldrich, 1,8
Mannheim, D

NaHCO; Merck, 1,26
Darmstadt, D

Hepes Invitrogen, 5,95
Karlsruhe, D

BSA Sigma-Aldrich, 20
Mannheim, D
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1xTBS pH7,6

Firma Menge (g /l)
NaCl Roth 8,765
Tris Merck 6,07

10mM Tris HCI-Puffer pH7.,4

Firma

Menge (g /1)

Tris

Merck

1,21

7.1.3 Loésungen

4 mM HCI/0,1% BSA
Die Wachstumsfaktoren TGF-B3, PDGF und BMP6 wurden in 4 ml/l HCl und 1 g/l BSA

geldst.

4% PFA

40 g/l PFA wurden in PBS in der Mikrowelle durch Erwadrmen bis kurz vor den Siede-
punkt gelést. Nach unmittelbarer Abkihlung auf Eis wurde das PFA unter einem Ab-

zug aliquotiert und bei -20°C weggefroren.

ALP-Substratpuffer
Bestehend aus 0,1 M Glyzin, 1 mM MgCl, und1 mM ZnCl,.

Alcianblau Lésung
10 g/l Alcianblau wurden in Aqua dest. geldst und die Farblésung durch Zugabe von

500 pl/l Essigsaure angesauert.

Alizarinrot Losung

5 g/l Alizarinrot S wurden in Aqua dest. gelést.
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CPC-Losung (10%w/v)

5g CPC werden in 50ml einer 10mM NaPQO4-Lésung gelést und der pH auf 7 einge-

stellt.

Fast Red Losung

1 Tablette Fast Red wird in 2ml Tris/HCI-Puffer mit pH 8,2 geldst. Die fertige Lésung

wird bis zur Verwendung im Dunkeln aufbewahrt.

Olrot O Stammldésungen

0,5g Olrot O(Olrot O, Waldeck, Division Chroma, Miinster; D), geldst in 100ml 99%

Isopropanol

Olrot O Gebrauchslésungen

6 Teile der Stammlésung werden mit 4 Teilen Aqua dest. vermischt und nach 24

Stunden filtriert

7.1.4 Verbrauchsmaterialien

Nahtmaterial

Deckglaser

Einmalspritzen

Einweg-Pipetten 2ml, 5ml, 10ml, 25ml
Einweg-Skalpelle

Filter 40um Nylon

Filter Siebgewebe 250um

Kaniile Microlance™ 3

Kryovials

Locking Compression Plate
Multiwellplatten

Objekttrager Super-Frost
ReaktionsgefaBe 15ml, 50ml
ReaktionsgefaBe 0,5ml, 1,5ml, 2ml
Snake-Plate
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Ethicon, Norderstedt
Menzel-Glaser, Braunschweig
Greiner, Frickenhausen
Becton Dicinson, Heidelberg
PFM, KéIn

Becton Dicinson, Heidelberg
Neolab, Heidelberg

Becton Dicinson, Heidelberg
Nunc. Wiesbaden

Synthes, Solothurn, Schweiz
Greiner, Frickenhausen
Nunc, Wiesbaden
Menzel-Glaser, Braunschweig
Becton Dicinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Icotec, Altstatten, Schweiz
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Sterilfilter Steritop 0,22um

Zellkulturflaschen T175, T75, T25

7.1.5 Kits und ELISAs

Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit

Quantikine® Human PDGF-AB

Immunoassay
Quantikine® Human TGF-B1

Immunoassay

7.1.6 Wachstumsfaktoren

BMP2
BMP6
EGF (rh EGF)
PDGF (rh PDGF-BB)
TGF-B3

Millipore, Carrigtwohill, Irland
Nunc, Wiesbaden

Pierce Biotechnology, Rockford, Irlan:
R&D Systems, Minneapolis; USA;
DHDO00B

R&D Systems, Minneapolis, USA,
DB100B

MedTronic/Wyth

R&D Systems, Minneapolis, USA
Strathmann Biotech, Hamburg
Active Bioscience, Hamburg
R&D Systems, Minneapolis, USA

Die Wachstumsfaktoren TGF-B3, PDGF und BMP6 wurden in sterilem 4 mM HCI/0,1% BSA
geldst, wahrend EGF und BMP2 in sterilem Wasser mit 0,1% BSA geldst wurde. TGF-B3 wur-

de in einer Konzentration von 15ng/ml Medium eingesetzt, alle anderen Wachstumsfaktoren in

einer Konzentration von 10ng/ml.

7.1.7 Kulturmedien

Expansionsmedium

Bestandteil Firma Endkonzentration

DMEM (4,5 g/l Glukose) Invitrogen, 54,75% (V/V)
Karlsruhe, D

MCDB 201 Sigma-Aldrich, 40% (v/v)
Steinheim, D

FCS Biochrom KG, 2% (V/v)
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Berlin, D
Insulin-Transferrin- Insulin 10 pg/ml
Natriumselenit Supplement Sigma-Aldrich, Transferrin 10 pg/ml
Steinheim, D
Nariumselenit 10 ng/ml
Penicillin / Streptomycin Biochrom KG, 1% (V/v)
Berlin, D
Dexamethason Sigma-Aldrich, 0,02 uM
Steinheim, D
Ascorbinsaure-2-phosphat | Sigma-Aldrich, 0,1 uM
Steinheim, D
Wachstumsfaktoren:
rh EGF Strathmann Biotech, 10 ng/ml
Hamburg, D
rh PDGF-BB Active Bioscience, 10 ng/ml
Hamburg, D
Adipogenes Differenzierungsmedium
Firma Endkonzentration
DMEM (4,5 g/l Glukose) Invitrogen, 87% (V/Iv)
Karlsruhe, D
FKS Biochrom KG, 10% (v/v)
Berlin, D
Penicillin / Streptomycin Biochrom KG, 1% (v/v)
Berlin, D
Dexamethason Sigma-Aldrich, 1 uM
Steinheim, D
Insulin Sigma-Aldrich, 0,01 mg/ml
Steinheim, D
Indomethacin Sigma-Aldrich, 0,2 mM
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Steinheim, D
Isobutylmethylxanthine Sigma-Aldrich, 0,5 mM
Steinheim, D
Chondrogenes Differenzierungsmedium
Firma Endkonzentration
DMEM (4,5 g/l Glukose) Invitrogen, 95% (V/V)
Karlsruhe, D
Insulin-Transferrin- Insulin 5 pg/ml
Natriumselenit Supplement Sigma-Aldrich, Transferrin 5 pg/ml
Steinheim, D
Nariumselenit 5 ng/ml
Dexamethason Sigma-Aldrich, 0,1 uM
Steinheim, D
Ascorbinsaure-2-phosphat | Sigma-Aldrich, 0,177 mM
Steinheim, D
Natriumpyruvat Sigma-Aldrich, 1 mM
Steinheim, D
Prolin Sigma-Aldrich, 0,35 mM
Steinheim, D
BSA Sigma-Aldrich, 1,25 mg/mL
Steinheim, D

Verwendete osteogene Differenzierungsmedien

Osteogenes Medium

Osteogenes Medium

(4,5 g/l Glukose)

Technologies

mit 10%FCS mit 20%FCS
Firma Endkonzentration Endkonzentration
DMEM Gibco Life  |87% (v/v) 77% (VIV)

FCS

Biochrom KG

10% (V/v)

20%
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Dexamethason Sigma 0,1 uM 0,1 uM
Ascorbinsaure-2- |Sigma 0,05 uM 0,05 uM
phosphat

B-Glycerophosphat |Sigma 10 mM 10 mM

7.1.8 Enzyme

Kollagenase [15mg/ml]

Hylaronidase [1mg/ml]
Pepsin [100mg/ml] (P6887)
Pronase [1mg/ml]

Protease XXVI
Trypsin/EDTA

7.1.9 Antikorper

a-human Kollagen Typ | (Klon I-8H5)
a-human Kollagen Typ Il (Klon [1-4C11)
mAK Ziege a-Maus IgG, Biotin konjugiert

7.1.10 Gerate

Autoklav

Beatmungsgerat
Computertomograph

Cryo Freezing Container

Feinwaage

Roche Diagnostics, Pharma AG, Grenzac
Wyhlen, Schweiz

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics, Pharma AG, Grenzac
Wyhlen, Schweiz

Sigma-Aldrich, Steinheim

Biochrom, Berlin

MP Biomedicals, Aurora, Ohio, USA
MP Biomedicals, Aurora, Ohio, USA
Dianova, Hamburg

Minchner Medizin Mechanik GmbH, Pla-
negg

Stephan Respirator ABV Universal
X-treme CT, Scanco Medical AG, Basser:
dorf, Schweiz

Nalgene

Sartorius, Géttingen
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Heizblock UniEquip, Martinsried
Mikroskop Axioplan Imaging 2;
Zeiss, Oberkochen

Mikrozentrifuge Biofuge Thermo Electron, Waltham, MA, USA

Orbitalschuttler WT12 Miometra, Géttingen

pH Meter Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz
Pipettierhilfe Integra Bioscience, Chur, Schweiz
Mikrotom Jung Histoslide, Leica, Nussloch
Sagemikrotom SP 1600, Leica, Nussloch
Tischzentrifuge Kisker, Steinfurt

Trockenschrank Hereaus Instruments, Hanau

ELISA MRX Lesegerat Dynatech Laboratories, Chantilly, VA, US

Sterilbank, HeraSafe, HS18
Vortexer REAX top
Warmeplatte

Wasserbad

Zellzéhler
Zellkulturinkubator HeraCell

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Heraeus Instruments, Hanau
Heidolph, Schwabach
Medaxx, Nagel GmbH, Kiel
Medaxx, Nagel GmbH, Kiel
Sysmex SF-3000

Hereaus Instruments, Hanau

Hereaus Instruments, Hanau

7.1.11 Software fiir Datenverarbeitung

Windows XP / Microsoft

Word Office 2003 / Microsoft
Photoshop 7.0.1 / Adobe Systems
GIMP (GNU General Public Licence)
PowerPoint 2003 / Microsoft
Statistik SPSS 15.0

Sonstige AxioVision 3.1/ Zeiss

Excel 2003 / Microsoft

Reference Manager 9.5N

Betriebssystem
Textverarbeitung

Bildbearbeitung

Thompson Isi Researchsoft
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