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1 Einleitung

Grolle Knochendefekte kommen in klinischen Fallen beispielsweise nach schweren
Traumata, Tumorresektionen oder Osteomyelitiden vor. Als therapeutischer Gold-Standard
wird in Human- und Veterindrmedizin derzeit der Transfer von autologem Knochenmaterial
(Autografts) gesehen. Die Nachteile dieser Methode sind jedoch einerseits die limitierte
Verfugbarkeit von geeignetem Material, andererseits die dadurch entstehende
Hebedefektmorbiditat (donor site morbidity). Diese Problematik kann durch die Verwendung
von in der Regel gefriergetrocknetem Knochenmaterial aus einem toten Individuum
(Allograft, Xenograft) umgangen werden, jedoch mit dem Risiko der Ubertragung von
Krankheiten, der Immunogenitdt des eingesetzten Grafts selbst und der schlechteren

osteogenen Eigenschaften.

Alternativ zur Verwendung von Autografts oder Allografts stehen in Human- und
Veterindrmedizin zunehmend Verfahren aus dem Tissue Engineering im Fokus der
Forschung, in denen durch organische oder anorganische Matrizes, korpereigene
Vorlauferzellen und osteogene Wachstumsfaktoren die Knochenbildung induziert werden
soll. Die Vorteile dieser Verfahren liegen in der Vermeidung der Hebedefektmorbiditat sowie

in der prinzipiell unbegrenzten Verfugbarkeit der entsprechenden Materialien.

Zahlreiche Studien belegen die vielversprechenden Ansétze aus diesem Bereich der
regenerativen Medizin zur Heilung von grofRen Knochendefekten. Haufig handelt es sich
jedoch um Studien an gesundem Knochengewebe, im Gegensatz zum meist vorgeschéadigten
Gewebe in klinischen Fallen. In der Literatur finden sich zahlreiche Modelle zur Bestrahlung
von Rattenknochen, die Anwendung des Tissue Engineerings in derartigen Modellen stellt

jedoch einen noch zu erforschenden Bereich dar.

Ziel dieser Studie war die Etablierung eines geeigneten, reproduzierbaren Modells eines
vorgeschadigten Knochens sowie in einem zweiten Schritt die Evaluation von Verfahren aus
dem Tissue Engineering zur Heilung eines Knochendefekts kritischer Grof3e in eben diesem
Modell.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Grundlagen

2.1.1 Physiologische Knochenheilung

2.1.1.1 Priméare Knochenheilung

Eine primare Knochenheilung (Dimitriou et al., 2005; Newton und Nunamaker, 1985;
Oryan, 2013; Sfeir et al., 2005) ist nur bei entsprechender anatomischer Rekonstruktion und
geringer mechanischer Belastung des Frakturspalts moglich (Dimitriou et al., 2005; Newton
und Nunamaker, 1985). Man unterscheidet Félle, in denen kein Frakturspalt vorhanden ist
(contact healing) und solche, bei denen der Frakturspalt sehr klein ist (gap healing) (Newton
und Nunamaker, 1985; Oryan, 2013). Beim contact healing kommt es zur Ausbildung von
kegelformig angeordneten Osteoklastenaggregaten, sog. cutting cones, die einen Kanal in das
benachbarte Fragment bohren (Newton und Nunamaker, 1985; Oryan, 2013). In diese Kanéle
wandern aus einwachsenden, diinnen Kapillaren Osteoblasten-Vorlauferzellen ein, die sich
differenzieren und neue Knochengrundsubstanz bilden (Newton und Nunamaker, 1985). Das
Endresultat ist ein neues Osteon, das den Frakturspalt uberbriickt. Beim gap healing ist vor
diesem Prozess die Bildung von Knochengewebe im dinnen Frakturspalt notwendig, das
jedoch eine andere Ausrichtung der Collagenfasern und Knochenlamellen aufweist als der
urspringliche Knochen (Newton und Nunamaker, 1985). Im Unterschied zur sekundéren
Knochenheilung wird kein Bindegewebe oder fibrocartilagindses Gewebe als Zwischenstufe
(Kallus) gebildet (Newton und Nunamaker, 1985; Sfeir et al., 2005).

2.1.1.2 Sekundéare Knochenheilung
Die sekundére Knochenheilung (Dimitriou et al., 2005; Newton und Nunamaker, 1985;
Oryan, 2013; Schindeler et al., 2008; Sfeir et al., 2005) ist weitaus h&ufiger als die priméare

Form. Es werden im Allgemeinen drei Phasen unterschieden:
Entziindungsphase

Die Entzindungsphase hat ihr Maximum 48 Stunden nach Entstehung des Defekts und
hélt ungefahr eine Woche an (Sfeir et al., 2005). Nach einem initialen Trauma (Fraktur,
Operation) kommt es in Knochenmarkshéhle, Knochendefekt und unter dem Periost zur
Ausbildung eines Hamatoms (Newton und Nunamaker, 1985). Innerhalb dieses Hamatoms

kommt es zu einer Freisetzung proinflammatorischer Zytokine aus Thrombozytengranula
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(Sfeir et al., 2005). Die dadurch angelockten Leukozyten phagozytieren nekrotisches Material
und sezernieren ihrerseits weitere Botenstoffe (Oryan, 2013). Das Hamatom wird durch
Einsprossung von BlutgeféRen und Phagozytose von Debris langsam zu Granulationsgewebe
umgebaut (Schindeler et al., 2008). Zentrale Zytokine in dieser Phase sind insbesondere
TGFp, PDGF, FGF-2, VEGF, IL-1, IL-6, TNFa, M-CSF, IGF | und Il sowie BMPs (Oryan,
2013; Schindeler et al., 2008; Sfeir et al., 2005). Dadurch werden unter anderem multipotente
mesenchymale Stammzellen rekrutiert, die sich zu Fibroblasten, Angioblasten,
Chondroblasten und Osteoblasten differenzieren und in weiterer Folge den Kallus bilden
(Oryan, 2013).

Reparative Phase

Die reparative Phase beginnt noch wéhrend der Entziindungsphase und hélt einige
Wochen lang an (Sfeir et al., 2005). Wahrend dieser Phase kommt es zur Bildung des Kallus
und dadurch zu einer zunehmenden Stabilisierung der Knochenenden (Newton und
Nunamaker, 1985). In einigen Literaturquellen wird sie in die Bildung des weichen Kallus
und die Kallushartung/Bildung des harten Kallus unterteilt (Schindeler et al., 2008).

Zu Chondroblasten differenzierte mesenchymale Stammzellen infiltrieren zunéchst das
Granulationsgewebe und bauen es langsam zu Faserknorpel um. An Stellen mit insuffizienter
Chondrogenese wird das Granulationsgewebe durch Fibroblasten zu straffem Bindegewebe
umgebaut. Sowohl Fibroblasten als auch Chondroblasten werden durch TGFB2, TGFp3,
PDGF, FGF-1 und IGF zur Proliferation und Differenzierung angeregt (Schindeler et al.,
2008). Die Anwesenheit von BMPs stimuliert in Chondroblasten die Bildung von
Knorpelgrundsubstanz, die zunédchst grofteils aus Glykosaminoglykanen und im weiteren
Verlauf zunehmend aus Collagen Il und X besteht (Newton und Nunamaker, 1985; Oryan,
2013; Schindeler et al., 2008). Des Weiteren fordern die proangiogenen Zytokine VEGF,
BMPs, FGF-1 und TGFp die Vaskularisation des weichen Kallus (Schindeler et al., 2008).
Nach Abschluss der Faserknorpelbildung hypertrophieren die Chondrozyten, mineralisieren
die Knorpelmatrix und werden dann apoptotisch (Schindeler et al., 2008). Die Bildung des
weichen Kallus hat in Ratten ihr Maximum nach 7-9 Tagen (Oryan, 2013).

Im zweiten Abschnitt der reparativen Phase wird der kalzifizierte Knorpel langsam
abgebaut und durch Knochen ersetzt, &hnlich der endochondralen Ossifikation in den
Epiphysenfugen (Newton und Nunamaker, 1985; Sfeir et al., 2005). Voraussetzung dafir ist

eine ausreichende Stabilitat im weichen Kallus (Schindeler et al., 2008). Aus den
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einsprossenden Gefdllen wandern Osteoblasten ein, die Knochensubstanz bilden und die

abgebaute Knorpelmatrix durch Geflechtknochen ersetzten (Sfeir et al., 2005).
Remodeling

In der letzten Phase der Knochenheilung, die sich Uber Monate oder gar Jahre erstreckt,
wird der Geflechtknochen im Kallus zu reifer Spongiosa oder Kortikalis umgebaut (Oryan,
2013). Die durch Zytokine wie TNFa, BMPs, TGFB oder Interleukine angeregten
Osteoklasten bauen den gebildeten Knochen teilweise ab, was unter anderem zu einer
Abnahme des Durchmessers des Kallus fiihrt (Oryan, 2013). Gleichzeitig lagern Osteoblasten
neue Knochengrundsubstanz und Kalziumphosphat ab und steigern so die Knochendichte
(Oryan, 2013; Schindeler et al., 2008). Die Knochentrabekel richten sich entlang der Zug- und
Drucklinien aus, bis die vollstandige Stabilitat des Knochens wieder hergestellt ist (Newton
und Nunamaker, 1985; Sfeir et al., 2005).

2.1.2 Entstehung von Knochendefekten

2.1.2.1 Frakturen

GroRere Knochendefekte konnen im Rahmen von Frakturen durch Substanzverlust durch
das initiale Trauma oder - bei stumpfen Traumata - durch Entfernen von devitalisiertem
Knochenmaterial bei der chirurgischen Versorgung entstehen. In der Humanmedizin stellen
Frakturen mit deutlichem Substanzverlust ein eher seltenes Problem dar, mit einer Inzidenz
von 0,4% aller Frakturen und 11,8% der offenen Frakturen (Keating et al., 2005). In der
Kleintiermedizin hingegen stellen Trimmerfrakturen beispielsweise durch Autounfélle eine
haufige Frakturform dar (Newton und Nunamaker, 1985). Auch bei Pferden kommt es 6fters
zu sogenannten high energy injuries und zur Entstehung von Trimmerfrakturen (Kraus et al.,
2004; McClure et al., 1998). Da die distalen GliedmaRe nur wenig durch Weichteile geschiitzt
ist, kommt es hier aulerdem h&ufiger zu offenen Frakturen mit einem entsprechend héherem
Infektionsrisiko (McClure et al., 1998).

2.1.2.2 Osteomyelitiden

Infektionen des Knochens sind in den meisten Féllen bakteriell verursacht, nur selten
treten Mykosen auf (Schulz, 2013). Am h&ufigsten kommen beim adulten Tier und Menschen
posttraumatische Osteomyelitiden nach offenen Frakturen, Infektionen der umliegenden
Weichteile oder nach chirurgischer Versorgung von geschlossenen Frakturen vor
(Hatzenbuehler and Pulling, 2011; Newton und Nunamaker, 1985). Hamatogene
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Osteomyelitiden treten vor allem bei Kleinkindern und neugeborenen Tieren auf; sie sind
beim Kileintier selten, stellen jedoch bei Fohlen in Zusammenhang mit Septikdmie und
septischen Polyarthritiden ein Problem dar (Hatzenbuehler and Pulling, 2011; Newquist and
Baxter, 2009; Newton und Nunamaker, 1985; Schulz, 2013). Zusatzlich zur medikamentdsen
Therapie stellt das chirurgische Debridement osteomyelitischer Areale und die Entfernung
entstandener Sequester einen wichtigen Behandlungspfeiler dar (Schulz, 2013), was

wiederum eine Rekonstruktion der Knochenstruktur notwendig macht.

2.1.2.3 Ausbleiben der physiologischen Knochenheilung

Delayed union

Die fur die Heilung eines Knochendefekts bendtigte Zeit ist abhdngig vom Alter des
Patienten, involviertem Knochen, Art der Fraktur, VVorliegen einer Infektion, Reduktion und
Ruhigstellung, verabreichten Medikamenten, systemischen Faktoren wie Andmien und dem
mit der Fraktur einhergehendem Weichteiltrauma sowie in der Veterindrmedizin Tierart und
Rasse (Johnson, 2013; Lopez, 2012; Newton und Nunamaker, 1985). Von delayed union
(verzogerter Heilung) spricht man, wenn nach einer an diese Faktoren angepassten Zeit noch
keine Heilung eingetreten ist (Newton und Nunamaker, 1985). Rontgenologisch zeigt sich
dies als persistierender Knochendefekt, geringe Kallusbildung und intramedullare Sklerose
(Lopez, 2012). Physiotherapeutische Mallnahmen, gepaart mit einer Stabilisierung der Fraktur
und Implantation osteogener Substanzen (Knochengrafts, Knochenersatzstoffe etc.), kdnnen
hier angezeigt sein (Johnson, 2013; Lopez, 2012).

Nonunion

Kommt die Knochenheilung vor der Wiederherstellung der knéchernen Struktur zum
Erliegen, spricht man von nonunion (ausbleibender Heilung, haufig auch als Pseudoarthrose
bezeichnet) (Lopez, 2012; Newton und Nunamaker, 1985). Der hdufigste Grund fir eine
ausbleibende Knochenheilung ist eine inadaquate chirurgische Versorgung und
dementsprechend hohe Instabilitdt im Bereich des Knochendefekts (Johnson, 2013). Die
Differenzierung zwischen einer verzogerten und einer ausbleibenden Heilung basiert auf
wiederholten Rontgenaufnahmen, auf denen sich bei einer Nonunion keine Verénderungen im
Sinne einer fortschreitenden Heilung zeigen. Man unterscheidet
hypervaskulare/hypertrophische, oligotrophische und avaskuldre/atrophische Nonunions.
Hypertrophischen Nonunions bendtigen zumeist zusétzliche Stabilisierung, beispielsweise

durch die Implantation einer Kompressionsplatte. Bei atrophischen Nonunions ist zusétzlich
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die Implantation osteogener Substanzen notwendig, um die Knochenheilung zu stimulieren
(Johnson, 2013; Lopez, 2012).

2.1.2.4 Neoplasien

Primare maligne Knochentumoren kommen in der Humanmedizin entweder als primére
Knochenneoplasien (zumeist Sarkome) oder als Knochenmetastasen anderer maligner
Tumoren vor (Moriceau et al., 2010). In der Veterindrmedizin treten vorwiegend primare
Neoplasien bei groBen Hunderassen auf, Knochenmetastasen anderer Neoplasien sind selten
(Misdorp and Van der Heul, 1976). Die weitaus haufigste Tumorform ist hier mit ungeféahr
80% das Osteosarkom (Szewczyk et al., 2015), mit einer geschétzten Inzidenz von 7,9 - 13,9
Féllen pro 100.000 Tiere (Newton und Nunamaker, 1985; Rowell et al., 2011); seltener
kommen Chondrosarkome, Hamangiosarkome, Fibrosarkome und Hamangiosarkome vor
(Schulz, 2013). Aufgrund der Malignitat der meisten Knochenneoplasien stellt die radikale
chirurgische Exzision einen wichtigen Teil der Behandlung dar (Schulz, 2013; Szewczyk et
al.,, 2015), was bei GliedmalRen-erhaltenden Resektionen des Tumors (alternativ zur
Amputation der GliedmaRe) eine anschliefende Rekonstruktion des Knochens notwendig
macht. Die teilweise mit der chirurgischen Tumortherapie verbundene Bestrahlung kann
aullerdem zu Radionekrosen und damit ihrerseits zu Knochendefekten fulhren (Hosoya et al.,
2008).

2.1.2.5 Knochenzysten

In der Veterindrmedizin kommen Knochenzysten bei Hunden und Katzen selten vor und
verursachen haufig keine klinischen Symptome (Biller et al., 1987; Newton und Nunamaker,
1985). Grolere Knochenzysten kénnen jedoch eine chirurgische Entfernung notig machen
(Newton und Nunamaker, 1985). Weitaus haufiger sind subchondrale Knochenzysten bei
Pferden, insbesondere im medialen Femurkondylus (45,8% der Falle), aber auch in den
Phalangen, den Karpalknochen und im Rohrbein (Rechenberg, 1998). Die Behandlung
beinhaltet haufig die chirurgische Kirettage des Defekts (Fowlie, 2012; Mclllwraith, 2010),
was insbesondere bei groRen Zysten zu einem empfindlichen Defekt in der Gelenkoberflache
fuhrt.

In der Humanmedizin kommen Knochenzysten vorwiegend bei Kindern und Jugendlichen
vor. Man unterscheidet unikamerale und aneurysmale Zysten, mit einer Pravalenz von je 0,3
auf 100.000 Individuen. Jungen haben ein geringfugig hoheres Erkrankungsrisiko als

Méadchen (Zehetgruber et al.,, 2005). Bei Erwachsenen kommen Knochenzysten
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beispielsweise nach totalem Gelenksersatz in Tibia, Talus oder Fibula vor. Die chirurgische
Resektion dieser Zysten in Verbindung mit einer Rekonstruktion stellt derzeit die Therapie
der Wahl dar (Gross et al., 2015).

2.1.2.6 Korrekturen von Malformationen

Die  Mdoglichkeiten  zur  Korrektur  von  angeborenen  oder  erworbenen
Knochenmalformationen beinhalten unter anderen Osteotomien und Ostektomien (Johnson,
2013). Knochendefekte entstehen hierbei beispielsweise beim Entfernen von Knochenkeilen

(opening wedge osteotomy) (Newton und Nunamaker, 1985).

2.2 Therapiemdglichkeiten

Zur Behandlung ausgedehnter Knochendefekte stehen in  Humanmedizin und
Veterinarmedizin verschiedene Knochengrafts und Knochenersatzmaterialien zur Verfligung.
Der Erfolg der Therapie ist abhdngig von osteogenen, osteoinduktiven und osteokonduktiven
Eigenschaften des implantierten Materials. Osteogenitidt bezeichnet die F&higkeit zur
Knochenbildung im  eingesetzten ~ Material ~ durch  bereits darin  enthaltene
Knochenvorlauferzellen. Osteoinduktion bezeichnet die Knochenbildung im eingesetzten
Material  durch  Anziehung, Stimulierung und Differenzierung mesenchymaler
Vorlauferzellen, wéhrend bei der Osteokonduktion das eingesetzte Material als Grundlage fir
das Einwachsen des umgebenden Knochengewebes dient und die Geschwindigkeit der
Osteointegration, d.h. das Uberbriicken der Grenze zwischen eingesetztem Material und

umgebendem Knochengewebe, bestimmt (Johnson, 2013).

2.2.1 Knochentransplantate

2.2.1.1 Autografts

Autografts bezeichnen Knochentransplantate aus einem Knochen desselben Individuums
und stellen derzeit in Human- und Veterindrmedizin aufgrund ihrer exzellenten osteogenen,
osteoinduktiven, osteokonduktiven und immunologischen Eigenschaften den Gold-Standard
in der Behandlung ausgedehnter Knochendefekte dar (Johnson, 2013; Rosset et al., 2014;
Sfeir et al., 2005). Autografts liefern Wachstumsfaktoren und einen Hydroxyapatit-Scaffold
fur die Knochenheilung im Defekt (Sfeir et al., 2005). Obgleich 90% der Knochenzellen im
Graft die Transplantation nicht Gberleben, tragen die verbleibenden vitalen Osteoblasten zur
Osteogenese im Defekt bei (Auer, 2012). Meist handelt es sich beim transplantierten

Knochenmaterial um Spongiosa, die bei Kleintieren aus dem proximalen Humerus, der



Literaturibersicht 8

proximalen Tibia oder dem Darmbeinfliigel sowie beim Pferd aus dem Tuber coxae, dem
Sternum oder der Tibia entnommen wird (Auer, 2012; Johnson, 2013). Beim Menschen
erfolgt die Entnahme meist aus Becken oder Radius sowie bei vaskularisierten Knochengrafts
aus der Fibula, Becken oder der Scapula (Finkemeier, 2002; Valentini et al., 2009). Kortikalis
findet gelegentlich als struktureller Graft (sog. strut graft) zur Stabilisierung und
Augmentation Verwendung, beispielsweise bei der Rekonstruktion einer Mandibulafraktur
mithilfe eines Rippensegments (Johnson, 2013). Die Nachteile bei der Verwendung von
Autografts sind die verlangerte Operationszeit, das Risiko der Hebedefektmorbiditat (donor
site morbidity; Schmerzen, Serombildung, Infektionen, Frakturen, Narbenbildung) sowie die
limitierte Verflgbarkeit und Formbarkeit der Transplantate, insbesondere in kleinen und
alteren Patienten (Johnson, 2013; Sfeir et al., 2005).

2.2.1.2 Allografts

Als Allograft wird Knochengewebe aus einem anderen Individuum der gleichen Spezies
bezeichnet; diese Form des Knochentransplantats kann nicht nur aus lebenden Individuen,
sondern innerhalb von 24 Stunden auch nach dem Tod des Spenders entnommen werden
(Moucha et al., 2007), was die Problematik der Hebedefektmorbiditat umgeht und zu einer
hohen Verfligbarkeit flhrt. AuBerdem verkirzt sich im Vergleich zur Verwendung von
Autografts die Operationszeit (Johnson, 2013). Prinzipiell kann allogenes ebenso wie
autologes Knochengewebe frisch transplantiert oder eingefroren werden; die meisten
Allografts werden jedoch lyophilisiert und teilweise zusétzlich demineralisiert (freeze-dried
bone allograft, FDBA,; demineralized freeze-dried bone allograft, DFDBA; Grover et al.,
2011), da eine Immunreaktion des Empfangers auf die eingesetzte fremde Knochensubstanz
dadurch vermindert werden kann (Friedlaender et al., 1976). Bei korrekter Anwendung der
Lyophilisation kann der Allograft aulRerdem jahrelang gelagert werden, ohne seine
biologischen Eigenschaften zu verlieren (Moucha et al., 2007). Durch das Fehlen vitaler
Zellen im Graft sind die osteoinduktiven Eigenschaften gering; dies kann durch Kombination
mit einem Autograft teilweise ausgeglichen werden (Johnson, 2013). Alternativ dazu setzt die
Demineralisation bei erhaltener Osteokonduktivitat osteoinduktive Wachstumsfaktoren im
Knochen (bone morphogenetic proteins) frei und reduziert auBerdem die Immunogenitat des
Produkts (Grover et al., 2011; Johnson, 2013). Ein weiterer Nachteil von Allografts ist das
Risiko der Krankheitstbertragung (Marx und Carlson, 1993); eine Sterilisation, z.B. durch

Gammastrahlung, sowie Verarbeitungstechniken wie die Lyophilisation vermindern dieses
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Risiko deutlich, verandern jedoch auch die mechanischen und biologischen Eigenschaften des
Grafts (Moucha et al., 2007).

2.2.1.3 Xenografts

Ein Knochengewebstransplantat aus einem Individuum einer anderen Spezies wird als
Xenograft bezeichnet. Meist werden, bedingt durch die hohe Verfiigbarkeit, Produkte
porzinen oder bovinen Ursprungs verwendet (Laurencin und EI-Amin, 2008), mit teils sehr
guten Ergebnissen in Hinblick auf die Knochenregeneration (Athanasiou et al., 2010; Bigham
et al., 2008). Wie bei Allografts scheinen jedoch die knochenbildenden Eigenschaften etwas
schlechter zu sein als jene von Autografts (Athanasiou et al., 2010). Die Ubertragung von
Zoonosen, beispielsweise von Viren oder Prionen, stellt hierbei ebenso wie bei Allografts ein
geringes, aber nicht vollig zu eliminierendes Sicherheitsrisiko dar (Sogal und Tofe, 1999; Yoo
und Giulivi, 2000).

2.2.2 Regenerative Medizin und Tissue Engineering

Die regenerative Medizin als relativ neues interdisziplindres Gebiet der Biomedizin
beschéftigt sich mit der Erforschung neuer Mdglichkeiten zur Regeneration, Heilung oder
zum Ersatz von Zellen, Geweben oder Organen mit dem Ziel der funktionellen
Wiederherstellung. Einige Methoden aus der regenerativen Medizin sind der Einsatz 16slicher
Molekile, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren, Gentherapie, Stammzelltransplantation

und das Reprogrammieren von Zellen (Greenwood et al., 2006).

Das Tissue Engineering (Gewebekonstruktion, Gewebeziichtung) stellt eine Sparte der
regenerativen Medizin dar, mit dem Ziel der Anziichtung eines vollstdandigen Gewebsersatzes
mithilfe einer Kombination von Biomaterialen, Zellen und biochemischen und
biomechanischen Faktoren (Auer, 2012; Correia et al., 2014). Die Heilung von
Knochendefekten stellt dabei eines der wichtigsten Anwendungsgebiete des Tissue
Engineerings dar (Correia et al., 2014).

2.2.2.1 Biomaterialien

Biomaterialien stellen im Knochen Tissue Engineering als dreidimensionales Grundgerust
(Scaffold) eine wichtige Komponente des neu gebildeten Gewebes dar. Der optimale Scaffold
bietet dabei mechanische Unterstiitzung, ermdglicht die Zelladh&sion und -differenzierung

und beeinflusst fur die Osteogenese und Angiogenese wichtige zellulare Signalwege (Alvarez,
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2009; Kneser et al., 2006). Zentrale Faktoren sind hierbei die Biokompatibilitat,

mechanischen Eigenschaften, Porositat und biologische Abbaubarkeit (Bose et al., 2012).

Metalle, wie beispielsweise Titan oder Tantalum, weisen sehr gute mechanische
Eigenschaften auf und konnen als pordse Scaffolds hergestellt werden (Balla et al., 2010;
Dabrowski et al., 2010). Durch Oberflachenmodifikation kann dem Problem der mangelnden
Bioaktivitat begegnet werden (Bose et al., 2009). Der Nachteil von metallischen Scaffolds
ergibt sich aus der mangelnden Abbaubarkeit. Dieses Problem umgehen Materialien aus
resorbierbaren Magnesium-Legierungen, die gute osteoinduktive Eigenschaften bei
gleichzeitig guter Biokompatibilitat aufweisen (Witte et al., 2007a; Witte et al., 2007b).

Bioglass (bioaktives Glas) beschreibt eine Gruppe von Silicium-Oxid-Verbindungen, die

in unterschiedlichem Ausmall Calcium und Phosphat beinhalten. Die urspriingliche
Formulierung (45% Siliciumoxid, 24,5% Calciumoxid, 24,5% Natriumoxid, 6%
Phosphorpentoxid) ist bereits kommerziell verfugbar (z.B. PerioGlas ®, Novabone). Bei
Kontakt mit biologischen Flussigkeiten bildet sich an ihrer Oberflache rasch eine
Hydroxyapatit-Schicht, die eine Angriffsflaiche fur das umliegende Gewebe bildet (Stevens,
2008). Bioglass stimuliert die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten und die
Produktion angiogener Wachstumsfaktoren wie VEGF und FGF in vitro und fordert die
Knochen- und GeféaRbildung in vivo (Day, 2005; Detsch et al., 2014; Tsigkou et al., 2009;
Valimaki et al., 2005; Xynos et al., 2000). Durch Dotierung mit Spurenelementen wie Kupfer
oder Cobalt kénnen die angiogenen und osteogenen Eigenschaften von Bioglass zusatzlich
modifiziert werden (Rath et al., 2014; Wu et al., 2012; Zhao et al., 2015). Auerdem kann
Bioglass mit Wachstumsfaktoren wie VEGF oder BMP beladen werden und somit als
Release-System fungieren (s. auch Abschnitt ,,osteoinduktive Faktoren) (Liu et al., 2013; Wu
et al., 2013). Ein grofRer Nachteil von Bioglass ist seine mangelnde mechanische Stabilitét,

was seinen Einsatz in gewichtstragenden Strukturen stark limitiert (Stevens, 2008).

Calciumphosphat-basierte Keramiken sind weit verbreitete Materialien im Knochen

Tissue Engineering und bestehen meist aus Hydroxyapatit (Cas(POa4)3OH),
Tricalciumphosphat (Ca3(PO4)2) oder einer Mischung aus diesen beiden Substanzen (Auer,
2012). Wie Bioglass sind einige dieser Keramiken bereits als Produkte fur die klinische
Anwendung auf dem Markt (z.B. Actifuse ®, Baxter; ChronOs ®, Synthes) (Horch et al.,
2014).
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Calciumphosphat-Keramiken imitieren die anorganische Komponente des Knochens, die
zu 60-70% aus Hydroxyapatit besteht (Ng et al., 2005). Sie sind sehr spréde und besitzen
daher eine geringe Festigkeit bei Zugbeanspruchung, bei gleichzeitig guter Druckfestigkeit.
Die mechanischen Eigenschaften werden von Faktoren wie Porositadt, chemischer
Zusammensetzung und KristallgroRe wesentlich bestimmt und unterscheiden sich daher

zwischen den einzelnen Materialien (Auer, 2012).

In vitro férdern Hydroxyapatit (HA) und Tricalciumphosphat (TCP) die osteogene
Differenzierung von Stammzellen und wirken somit osteoinduktiv. Dabei scheint HA die
Differenzierung starker zu fordern als TCP, wahrend auf TCP kultivierte Stammzellen stérker
proliferieren (Lee et al., 2011; Lin et al., 2009). In Osteoblasten-Kulturen scheint HA sowohl
die Proliferation als auch die Differenzierung starker zu stimulieren als TCP (Shu et al., 2003;
Wang et al., 2004). Calciumphosphat-Keramiken wirken in vivo aullerdem gut
osteokonduktiv. TCP scheint hierbei das Einwachsen von Knochengewebe besser zu
ermoglichen als HA (Onodera et al., 2014; Rojbani et al., 2011). Durch die Zugabe von
Silicium konnen Osteokonduktivitdt und Mineralisation von HA jedoch gesteigert werden
(Hing et al., 2006). TCP kann vom Korper gut um- und eingebaut werden, wobei die
Resorption von a-TCP etwas schneller erfolgt als jene von B-TCP (Ng et al., 2005; Rojbani et
al., 2011). HA hingegen wird nur langsam abgebaut (Hwang et al., 2012; Johnson, 2013;
Rojbani et al., 2011). Die Kombination aus HA und TCP (biphasisches Calciumphosphat,
BCP) scheint in Hinblick auf Abbauverhalten und Knochenbildung den jeweiligen Stoffen in
Reinform Gberlegen zu sein (Hwang et al., 2012; Yang et al., 2014).

Eine Vielzahl von Polymeren wurde bisher als Matrix fur die Schaffung von
Knochenersatzgeweben eingesetzt. Natirliche Polymere inkludieren Collagen, Fibrin,
Alginat, Seide, Hyaluronséure und Chitosan (Lee und Shin, 2007). Synthetische Polymere
sind zum Beispiel Polyglycolsdure (Polyglycolic acid, PGA), Polylactid (Polylactic acid,
PLA), Polycaprolacton (PCL) oder Polypropylen-Fumarat (PPF) (Bose et al., 2012).
Aufgrund der Vielzahl an Ausgangsstoffen sowie der mindestens ebenso groRen Vielfalt der
Verarbeitungstechniken (zusammengefasst in (Razak et al., 2012; Sabir et al., 2009) kdnnen
ihre Eigenschaften nur schlecht miteinander verglichen werden. Wahrend beispielsweise
Alginat oder Fibrin ein Hydrogel bilden (Park et al., 2009; Rottensteiner et al., 2014), besitzen
PGA und PLA eine hohe mechanische Festigkeit (Razak et al., 2012). Polymere kdnnen
miteinander, mit Calciumphosphat-Keramiken oder Bioglass kombiniert (Kim et al., 2006;
Kim und Kim, 2015; Rottensteiner et al., 2014; Wahl und Czernuszka, 2006), mit
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osteoinduktiven Wachstumsfaktoren oder Zellen beladen werden (Blackwood et al., 2012; Ko
und Cho, 2013).

2.2.2.2 Osteogene Zellen
Im Knochen Tissue Engineering kommen sowohl Primarzellen aus dem Zielorgan als

auch Stammzellen zum Einsatz (Auer, 2012).

Primare Osteoblasten kdnnen aus Knochenstiickchen oder aus dem Periost isoliert werden
(Bakker und Klein-Nulend, 2012; Wiesmann et al., 2003). Insbesondere Schadelknochen

stellen eine gute Quelle fur diese Zellart dar, wahrend Osteoblasten aus Réhrenknochen ein

schlechteres Wachstumsverhalten in vitro aufweisen (Declercq et al., 2004). Die Gewinnung
von Knochengewebe am lebenden Individuum stellt jedoch eine relativ invasive Form der
Zellgewinnung dar und umgeht bei einem autologen Ansatz nicht die Problematik der
Hebedefektmorbiditat. Zudem besitzen sie mit ungefahr 30 Zellteilungen eine vergleichsweise
geringe Proliferationskapazitét, was ihre Verwendung in groReren Defekten limitiert (De Bari
et al., 2006; Marolt et al., 2010).

Weniger invasiv stellt sich die Gewinnung von mesenchymalen Stammzellen dar

(mesenchymal stem cells, MSCs, hdufig auch als mesenchymale Stromazellen bezeichnet).
Dies sind Vorlauferzellen im Bindegewebe praktisch aller Organe, werden aber meist aus
Knochenmark, Fettgewebe oder Nabelschnurblut/~gewebe gewonnen (Auer, 2012; Fossum,
2013). Aufgrund dieser Heterogenitdt und der mitunter unklaren Begriffsverwendung wurden
fur humane MSCs Kriterien festgelegt, die sie als solche definieren (Dominici et al., 2006):

e Sie missen unter Standard-Kulturbedingungen an Plastik adhérent wachsen.

e Sie mussen die Oberflachenmarker CD105, CD73 und CD90 exprimieren, bei
gleichzeitiger Abwesenheit von CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79a oder CD19
und HLA-DR.

e |hre osteogene, chondrogene und adipogene Differenzierungsféahigkeit muss

nachweisbar sein (Multipotenz).

Diese osteogene Differenzierungsfahigkeit macht MSCs zu einer interessanten Option im
Knochen Tissue Engineering. MSCs aus dem Knochenmark scheinen hierbei bei Menschen,
Ratten und Pferden das hochste osteogene Potential zu besitzen, wahrend beim Hund jene aus
Fettgewebe und Nabelschnurblut bessere osteogene Kapazitat zu haben scheinen (Burk et al.,
2013; Peng et al., 2008; Shafiee et al., 2011; Toupadakis et al., 2010). Im Vergleich zu aus
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Knochen isolierten Osteoblasten besitzen MSCs mit ungefahr 50 Zellteilungen ein héheres
Proliferationsvermdgen in vitro, was ihre Expansion fur die Verwendung in gréReren
Defekten einfacher macht (Bianco et al., 2001).

In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben zur Immunogenitdt von MSCs.
Mesenchymale Stammzellen exprimieren Molekiile des MHC | sowie in unterschiedlichem
Ausmall Molekile des MHC 11 und konnen diese Expression bei Anwesenheit
proinflamamtorischer Zytokine steigern (Schnabel et al., 2014). Aus diesem Grund kénnen sie
eine Immunreaktion im Sinne einer AbstoRung bei allogener Transplantation auslosen.
Gleichzeitig scheinen sie jedoch starke immunmodulatorische Eigenschaften zu besitzen
(Aggarwal und Pittenger, 2005; Di Nicola et al., 2002; Nasef et al., 2007). Einige Studien
beurteilten ihre in vivo Vertraglichkeit nach allogener Implantation als sehr gut (Arinzeh et

al., 2003; Guest et al., 2008), was auf die Immunmodulation zuriickzufiihren sein kénnte.

Pluripotente Stammzellen kommen naturlicherweise als embryonale Stammzellen in

Blastozysten vor (embryonic stem cells, ESCs; Fossum, 2013), kdnnen aber seit einigen
Jahren auch durch Reprogrammierung aus differenzierten Zellen induziert werden (induced
pluripotent stem cells, iPS cells; Takahashi und Yamanaka, 2006). Die Gewinnung und
Kultivierung von ESCs und iPS-Zellen stellt deutlich héhere Anspriiche als jene von MSCs
(Okita et al., 2007; Schwartz et al., 2011).

ESCs und iPS Zellen besitzen jedoch unter geeigneten Kulturbedingungen eine praktisch
unbegrenzte Proliferationskapazitidt und kénnen auch nach langer Zeit in Kultur zu Zellen
aller drei Keimblatter differenzieren, was sie immer mehr in den Fokus des Tissue
Engineerings ricken lasst (Marion et al., 2009; Thomson et al., 1998). Pluripotente
Stammzellen scheinen ein hoheres osteogenes Potential zu besitzen als mesenchymale
Stammzellen (Ardeshirylajimi et al., 2014). Die Methoden zur Gewinnung einer 100%
differenzierten Reinkultur aus pluripotenten Zellen missen derzeit jedoch noch verbessert
werden, auch in Hinblick auf das Risiko der Teratombildung bei Implantation
undifferenzierter Zellen (Li et al., 2008; Yu et al., 2015).

Im undifferenzierten Zustand exprimieren ESCs wenige MHC | Molekile und praktisch
keine MHC II Molekiile. Die Stimulation mit dem proinflammatorischen Zytokin Interferon y
sowie die spontane Differenzierung induzieren jedoch die Expression von MHC | Molekilen
(Drukker et al., 2002). Die daraus resultierende Immunogenitét ist jedoch wie bei MSCs noch

nicht vollkommen klar: Wahrend eine Arbeitsgruppe eine immunmodulatorische und kaum
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vorhandenen immunogene Wirkung von ESCs beschreibt (Li et al., 2004a), kommen andere
zum Ergebnis, dass ESCs sowohl im allogenen als auch im xenogenen Setting eine

Immunreaktion hervorrufen (Grinnemo et al., 2006; Kofidis et al., 2005).

2.2.2.3 Osteoinduktive Faktoren

Osteoinduktive Faktoren besitzen die Fahigkeit, die Proliferation und Differenzierung
vorhandener osteogener Zellen zu steuern und weitere VVorlauferzellen anzulocken (Kneser et
al., 2006). Meist handelt es sich dabei um Wachstumsfaktoren. Diese kdnnen entweder als
Mischung, wie beispielsweise als PRP (platelet rich plasma), oder einzeln angewendet
werden, wie zum Beispiel BMPs oder VEGF (Kneser et al., 2006). Die Nachteile dieser
Wachstumsfaktoren sind unter anderem der meist teure Herstellungsprozess und ihre
mangelhafte Stabilitat der Proteine (Aravamudhan et al., 2013). Alternativ werden sogenannte
small molecules (niedermolekulare Verbindungen) eingesetzt, die in der Zelle bestimmte
Signalwege initiieren und damit osteoinduktiv wirken konnen. In Bezug auf die
Knochenregeneration sind dies beispielsweise Melatonin, Resveratrol oder Purmorphamin
(Aravamudhan et al., 2013).

BMPs als bereits klinisch erprobte Wachstumsfaktoren sind Bestandteil des TGFf-
Signalwegs (Johnson, 2013). Von den ungefahr 20 bekannten BMPs besitzen BMP-2, 4, 6,
und 7 starke osteoinduktive Eigenschaften (Ratko et al., 2010). Diese sind teilweise als
rekombinante Form bereits kommerziell verfiigbar und in klinischen Studien mit Erfolg
getestet (Dimar et al., 2006; Khan und Lane, 2004). Ihre Immunogenitat ist sehr niedrig und
beeinflusst nicht ihre Wirkung in vivo (Hwang et al., 2009; Johnson, 2013). Bei einfacher
Injektion diffundieren die Wachstumsfaktoren aber rasch in das umliegende Gewebe, was ihre
Wirksamkeit limitiert, die fur die Osteoinduktion notwendige Menge erhdht und somit auch
das Risiko fur Nebenwirkungen steigert (Carragee et al., 2011; Carter et al., 2008; Kneser et
al., 2006). Dies versucht man durch die Verwendung eines Release-Systems zu verbessern,
das den Wirkstoff Uber einen langeren Zeitraum freisetzt. Das derzeit am h&ufigsten in der
Klinik verwendete Release-System besteht aus RinderCollagen (InductOs ®, Pfizer; OP1 ®,
Stryker Biotech; INFUSE ®, Medtronic usw.), in der Literatur finden sich jedoch zahlreiche
alternative Systeme, die teilweise auch als Scaffold fungieren, wie Fibrin (Buehrer et al.,
2015), Alginat-Hydrogel (Kolambkar et al., 2011) oder Heparin-konjugiertem Fibrin (Yang et
al., 2010) sowie synthetischen Materialien wie Polyurethan (Brown et al., 2011), PCL/Seide-
Mischungen (Diab et al., 2012) oder PLGA (Polylactid-Co-Glycolid (Jung et al., 2012)).
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Um die Problematik der teuren Herstellung und aufwendigen Lagerung von
Wachstumsfaktoren zu umgehen, wurden verschiedene Methoden entwickelt, um Zellen im
Defekt die benotigten Proteine produzieren zu lassen. Diese beruhen auf dem Einbringen von
BMP-2 DNA in Form einer Transfektion oder Transduktion, entweder durch direkte
Applikation der DNA in vivo oder durch Implantation von Zellen, die in vitro genetisch
veréndert wurden (Samee et al., 2008; Wegman et al., 2011; Zhu et al., 2004).

2.3 Grundlagen der Strahlenbiologie

2.3.1 Biochemische Auswirkungen ionisierender Strahlung

Der eigentliche strahlenempfindliche Ort einer Eukaryontenzelle ist der Zellkern. Durch
Strahlung koénnen die Molekile der DNA direkt ionisiert werden (direkter Effekt); dieser
Effekt tritt jedoch im Falle von Rontgenstrahlung kaum auf (Fajardo et al., 2001; Hall und
Giaccia, 2006). Wesentlich haufiger geschieht die Schéadigung indirekt durch die Bildung
freier Radikale, beispielsweise Hydroxylradikale aus ubiquitdaren Wassermolekiilen, die dann
in weiterer Folge mit empfindlichen Biomolekilen wie der DNA oder der Kernmembran
reagieren (Fajardo et al., 2001). Ungefahr zwei Drittel der DNA-Schéadigung ist auf die
Wirkung von Hydroxylradikalen zurtickzufiihren (Hall und Giaccia, 2006).

Waihrend einer in der Radiotherapie typischen Bestrahlungssitzung von 2 Gray (Gy)
entstehen pro Zelle ungefdhr 3000 DNA-Lé&sionen (Lomax et al., 2013). Entscheidend fiir die
biologische Wirkung der ionisierenden Strahlung ist, in welcher Dichte diese Verédnderungen
induziert werden. Zwei oder mehr Schadigungen innerhalb von 1-2 helikalen Schleifen
werden als ,,clustered DNA damage* bezeichnet und stellen ein signifikantes Hindernis fiir
die zelluléren Reparaturmechanismen dar, da die jeweiligen Reparaturmechanismen durch das
Vorliegen anderer Schdden gehemmt werden (Lomax et al., 2013; Shikazono et al., 2009).
Ein Beispiel fiir einen solchen ,,clustered DNA damage* sind Doppelstrangbriiche sowie nahe
beieinander liegende Einzelstrangbriiche, Basenmodifikationen, Veranderungen des
Zuckergerusts oder AP-Stellen (apurinic/apyrimidinic site, Verlust einer Purin- oder
Pyrimidinbase) (Shikazono et al., 2009).

Durch die Akkumulierung von nicht reparierten DANN-Schéden wird ein Teil der
bestrahlten Zellen apoptotisch, andere verlieren ihre F&higkeit, sich zu teilen (Fajardo et al.,
2001). Die Empfindlichkeit der jeweiligen Zelle ist abh&ngig von der mitotischen Aktivitat
(Pacheco und Stock, 2013). Die empfindlichste Phase der Mitose sind hierbei die M- und G2
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Phase, weniger sensibel sind Zellen in der G1- und S-Phase sowie ruhende Zellen (Hall und
Giaccia, 2006). Somit ergeben sich fur unterschiedlich mitotisch aktive Gewebe

unterschiedliche Strahlenempfindlichkeiten.

2.3.2 Auswirkungen ionisierender Strahlung auf den Knochen
Da im Knochen Zellpopulationen mit zum Teil stark variierendem Turnover vorkommen,

unterscheiden sie sich in ihrer Strahlenempfindlichkeit erheblich voneinander.
Knochengewebe

Bei der Bestrahlung von Knochengewebe muss unterschieden werden zwischen
einmaligen niedrigdosierten Bestrahlungen im Bereich von 1 Gy, die die Kallusbildung,
Mineralisierung und Frakturheilung fordern (Chen et al., 2014; Zhou et al., 2009), und
hoheren Strahlendosen wie im Rahmen einer Strahlentherapie, die negative Auswirkungen auf
die Knochensubstanz haben. Insbesondere im Orthovoltage-Bereich kommt es hierbei mit der
Zeit zu einer rontgenologisch feststellbaren Atrophie des Knochengewebes (Howland et al.,
1975). Diese resultiert aus einer Kombination aus einer Schadigung der knochenbildenden
Zellen und der GeféaBRstrukturen (Ergun und Howland, 1980). Die im Periosteum und
Endosteum lokalisierten Knochenvorlduferzellen besitzen eine relativ lange Turnover-Zeit
von uber 8 Wochen. Dabei scheint es eine kritische Grenze von 13 Gy zu geben, ab der diese
Zielpopulation unter ein fiir die Regeneration ausreichendes Level (0,1% tberlebende Zellen)
reduziert wird (Arnold et al., 1998). Auf mikroskopischer Ebene zeigt sich die Schéadigung in
Form einer Abnahme der Osteozyten, Hypozellularitat in den Knochenlakunen, vergré3erten
und nicht konzentrischen Haversschen Kanélen und einer nicht organisierten Knochenmatrix
(Desmons et al., 2009). Die geschédigten Zellen produzieren weniger Knochengrundsubstanz,
was sich nach einiger Zeit als lokalisierte Osteopenie bemerkbar macht (Ergun und Howland,
1980). Latente Strahlenschéden werden im Knochen klinisch haufig erst nach Setzen eines
adaquaten Stimulus, wie beispielsweise einem chirurgischer Eingriff, sichtbar (Arnold et al.,
1998) und préadisponieren den Knochen fir Komplikationen wie Frakturen, Infektionen und
Nekrosen (Ergun und Howland, 1980; Pacheco und Stock, 2013; Williams und Davies, 2006).

Wachstumsfugen

Bei juvenilen Menschen und Tieren stellen die mitotisch stark aktiven Epiphysenfugen
eine sehr strahlungsempfindliche Zone des Knochens dar (Williams und Davies, 2006). Die

strahlenbedingte Schadigung der Epiphysenfuge wird hierbei klinisch erst nach einiger Zeit
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sichtbar (Alheid, 1995). Bis zu einer Dosis von 18 Gy wurde in juvenilem Knochen eine
dosis-abhangige Hemmung des Wachstums gefunden, ab 18 Gray kann es sogar zu einem
kompletten Wachstums-Stopp kommen (Alheid, 1995). Unterhalb einer Dosis von 5 Gy sind
keine oder nur geringe Auswirkungen auf das Wachstum zu erwarten (Alheid, 1995). Die
Gefahr der Schadigung der Epiphysenfugen nimmt mit zunehmendem Alter des Individuums
ab (Alheid, 1995). Durch Fraktionierung der Bestrahlung kommt es wie in anderen Geweben

zu einer geringeren Wachstumshemmung (Alheid, 1995).
Knochenmark

Das Knochenmark ist als teilungsaktivstes Organ eines der empfindlichsten Gewebe im
Korper gegenilber Strahlung Uberhaupt. Nach einer Bestrahlung mit hoheren Dosen kommt es
im Knochenmark bereits innerhalb von 1-3 Tagen zu einem Knochenmarksédem und
innerhalb der ersten Wochen zu einer fettigen Degeneration und Hypozellularitat (Huang et
al., 2009; Rubin und Casarett, 1968). Diese Veranderungen konnen nicht-invasiv mittels
Magnetresonanz-Untersuchung festgestellt werden (Daldrup-Link et al., 2007). Niedrig-
dosierten Bestrahlungen im Bereich von 75 mGy konnen wie im Knochengewebe einen

stimulatorischen Effekt auf die VVorlauferzellen im Knochenmark haben (Li et al., 2004b).
Gefalstrukturen

Auch die im Knochen vorhandenen Gefdlle werden durch Bestrahlung merklich
geschadigt (Desmons et al., 2009). Kleine Geféalle scheinen dabei radiosensitiver zu sein als
groere (Rubin und Griem, 1998). Die Endothelzellen stellen die empfindlichsten Zellen
innerhalb eines GeféaRes dar: Innerhalb von 24 Stunden kommt es durch die Bestrahlung zu
einer Dilatation des perinukledren Raums und des endoplasmatischen Retikulum, einem
Anschwellen der Zelle, einer Auflockerung des Zytoplasmas und zum Abschilfern der
Plasmamembran (Daldrup-Link et al., 2000; Shirota und Tavassoli, 1992) sowie einer
Thrombosierung der kleineren GefaBe (Rubin und Griem, 1998). Die Restitution der
Endothelschicht bleibt nach einer Dosis von 40 Gy fir mehrere Wochen insuffizient
(Fonkalsrud et al.,, 1977). Das Resultat dieser endothelialen Verdnderungen in den
Knochenmark-Sinusoiden ist eine erhohte Durchléssigkeit der Blut-Knochenmarks-Schranke,
die therapeutisch beispielsweise im Rahmen von Knochenmarktransplantationen genutzt wird
(Daldrup-Link et al., 2000; Shirota und Tavassoli, 1992). In der Gefallwand kommt es
anfanglich zu einem Odem und in weiterer Folge zur Fibrosierung oder zur Teleangiektasie
durch das Absterben der glatten Muskelzellen (Rubin und Griem, 1998). Durch die
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Bestrahlung kommt es initial zu einem gesteigerten Blutfluss der den Knochen versorgenden
GeféRe, die Anzahl der den Knochen versorgenden Gefédlle nimmt dann aber innerhalb der
ersten 3 Wochen deutlich ab und bleibt flir mehrere Wochen bis Monate niedrig (Desmons et
al., 2009; Xu et al., 2012).

Zusétzlich zur Schadigung der bestehenden Gefalistrukturen kommt es durch ionisierende
Strahlung nicht nur im Knochen, sondern auch im umliegenden Gewebe zu einer Hemmung
der GeféBneubildung, welche entweder durch Aussprossen aus bestehenden Geféalien
(Angiogenese, Arteriogenese) oder durch Bildung neuer GefaRe mithilfe eingewanderter
endothelialer Vorlduferzellen erfolgt (Vaskulogenese) (Aghi und Chiocca, 2005). Die
Angiogenese stellt hierbei in adulten Individuen die bedeutsamere Form dar (Ribatti et al.,
2001) und wird durch ionisierende Strahlung signifikant gehemmt (Dicker et al., 2001;
Imaizumi et al., 2010). Im Gegensatz dazu wird das Einwandern endothelialer VVorlauferzellen
nach einer Bestrahlungstherapie angeregt (Allan et al., 2009), was beispielsweise zur

Wiederherstellung der Blutgefalversorgung von Tumoren fiihren kann (Brown, 2014).

2.4 Tiermodelle im Knochen Tissue Engineering

2.4.1 Bestrahlungsmodelle in der Ratte

Eine Vielzahl von verschiedenen Bestrahlungsmodellen an Rattenknochen ist in der
Literatur beschrieben. Die Protokolle unterscheiden sich jedoch in der verwendeten
Strahlungsart (Orthovoltage, Linearbeschleuniger, Gamma-Strahlung), der Strahlungsquelle
(External Beam, Brachytherapie), der applizierten Dosis (10 Gy bis 45 Gy), der Energie der
Strahlung (250 keV bis 5 MeV), der Anzahl der Bestrahlungssitzungen (einmalig,
fraktioniert) sowie der Lokalisation des bestrahlten Knochens (Femur, Tibia, Mandibula)
(Arnold et al., 1998; Cohen et al., 2011; Fenner et al., 2010; Lehner et al., 2004; Lerouxel et
al., 2006; Lerouxel et al., 2009; Nyaruba et al., 1998; Schultze-Mosgau et al., 2005). Bedingt
durch diese Unterschiede sind die Modelle untereinander nur schwer vergleichbar. Eine
Bestrahlung der Kopfregion mit Gber 10-15 Gy fihrt zu einer Schadigung der Blut-Hirn-
Schranke (Trnovec et al., 1990) sowie ab 40 Gy zum Tod des Tieres (Little, 1993). Dem
gegeniiber kdnnen Rattenfemora mit nur geringen Nebenwirkungen mit bis zu 60 Gy bestrahlt

werden (Lerouxel et al., 2009).

Im fir diese Studie relevanten Bereich der Hinterextremitiat der Ratte verwenden die

meisten Gruppen Rontgenstrahlung im Orthovoltage-Bereich (200-500 kV). Arnold et al.
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(1998) wiesen nach, dass eine einmalige préoperative Bestrahlung (320 kV) des Femurs eine
dosisabhangige Verminderung der Knochenheilung bewirkt, mit einer praktisch vollstandigen
Hemmung bei 22 Gy; der zeitliche Abstand zwischen préoperativer Bestrahlung und
chirurgischem Eingriff scheint hierbei wenig Einfluss zu haben. Ein &hnliches Modell, jedoch
mit fraktionierter Bestrahlung von Ratten-Tibiae (5 mal 10 Gy, 250 kV) fiihrte nach 4
Wochen zu einem signifikant schlechteren Einheilen eines gestielten Knochenlappens (Lehner
et al., 2004), einer verminderten Expression von BMP-2/4 und Osteocalcin sowie einer
gesteigerten Expression von TGFB1 und Collagen I (Schultze-Mosgau et al., 2005). Hohere
Dosen (40 und 60 Gy; 150 kV) fuhrten in einem Modell von Nyaruba et al. (Nyaruba et al.,
1998) bei einmaliger Bestrahlung zu einer Abnahme der mechanischen Knochenstabilitét; bei
Fraktionierung war dieser Effekt schwécher ausgepragt. Die einmalige Bestrahlung der
Metaphyse von juvenilen Rattenfemora mit 17,5 Gy (bei 250 kV) flhrt zu einer steigenden
Knochendichte Uber 6 Wochen und einem initialen Abfall von Osteoklasten und
Chondroklasten mit darauffolgendem Anstieg auf supraphysiologische Werte (Margulies et

al., 2003) sowie zu einer Wachstumshemmung in der Epiphysenfuge (Tamurian et al., 1999).

2.4.2 Knochendefektmodelle in der Ratte

Unzéhlige Knochendefektmodelle an Ratten zur Untersuchung der Knochenheilung
werden in der Literatur beschrieben. Von besonderem Interesse sind hierbei sogenannte
critical sized Defektmodelle. Als critical sized wird ein Defekt bezeichnet, wenn er wéhrend
der Lebenszeit des betreffenden Tieres nicht spontan heilt (Schmitz und Hollinger, 1986). Als
Anhaltspunkt wird hierfir eine Defektgrole angegeben, die mehr als dem 2,5fachen des
Knochendurchmessers entspricht (Lindsey et al., 2006). Im Bereich des Rattenfemurs wurden
Defekte von 4 mm bis 1 cm als critical sized beschrieben (J&ger et al., 2005; Vogelin et al.,
2005). Die kritische GroRe wird jedoch durch zahlreiche Faktoren beeinflusst, wie z.B.
Spezies, Alter des Tieres, metabolischer und systemischer Allgemeinzustand, anatomische
Lage, Weichteilummantelung des betreffenden Knochens und mechanische Belastung
(Lindsey et al., 2006), und kann dementsprechend nicht allein durch die GroRe definiert
werden. Das in dieser Studie verwendete Femurdefektmodell in eigenen Vorarbeiten bereits
als critical sized definiert und eingehend untersucht (Balzer, 2013), wodurch Ergebnisse

dieser Studie mit eigenen Vorstudien gut vergleichbar sind.

In der Literatur finden sich zahlreiche Studien zur Rekonstruktion von bestrahlten
Knochendefekten. Aus dem Bereich des Tissue Engineerings wurde zu diesem insbesondere
BMP-2 in derartigen Bestrahlungsmodellen angewandt; zum Einsatz kam dabei
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rekombinantes BMP-2 aus Gelatinschwdmmen (Wurzler et al., 1998), Adenovirus/BMP-2
cDNA-beladene Gelatinschwamme als Mdglichkeit der Gentherapie (Hu et al., 2010) sowie
ecine Kombination aus B-TCP, BMP-2 in einem Gelatin~-Schwamm und autologem
Knochengewebe (Yamamoto et al., 2015). VEGF und BMP-7 kamen ebenfalls zum Einsatz
(Kaigler et al., 2006; Nussenbaum et al., 2005). Auch Calciumphosphat-Keramiken in
Verbindung mit Knochenmark und/oder mesenchymalen Stammzellen wurden bereits in
derartigen Modellen evaluiert (Blery et al., 2014; Espitalier et al., 2009; Lerouxel et al.,
2006). Die Implantation eines ektopisch generierten Konstrukts aus einer Calciumphosphat-
Keramik, BMP-2 und osteogen differenzierten mesenchymalen Stammzellen in einem

Bestrahlungsmodell wurde jedoch, soweit der Autorin bekannt, noch nicht beschrieben.

2.5 Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe
Der vorliegenden Studie zur Untersuchung der Knochenheilung am bestrahlten
Rattenknochen gingen mehrere Studien der eigenen Arbeitsgruppe zur Etablierung einer

geeigneten Matrixzusammensetzung und eines Femurdefektmodells voraus.

Die Angiogenese und Vaskularisation von gezuchteten Knochenkonstrukten bildet einen
wichtigen Grundpfeiler der laufenden Arbeiten. Zu diesem Zweck wurde in Zusammenarbeit
mit Prof. Dr. Korner (Werkstoffkunde und Technologie der Metalle, Universitat Erlangen-
Nirnberg) eine perforierte Titankammer entwickelt, die eine extrinsische Vaskularisation
ermdoglicht (Arkudas et al., 2012) und auch in dieser Studie zum Einsatz kam. Einen weiteren
zentralen Punkt stellt die intrinsische Vaskularisation der Konstrukte Uber einen chirurgisch
generierten arteriovendsen Loop dar, der insbesondere bei grofReren Konstrukten die
ausreichende Nahrstoffversorgung der zentralen Anteile ermdglichen soll (Arkudas et al.,
2012; Beier et al., 2010). Eine Stimulation der Angiogenese konnte durch die Zugabe von
VEGF-A und bFGF zu einer Fibrinmatrix erreicht werden (Arkudas et al., 2009; Arkudas et
al.,, 2007). Zur Untersuchung der Vaskularisation wurde neben der quantitativen
histologischen Auswertung (Weis et al., 2015) auch die Micro-Computertomographie als
dreidimensionale Darstellungsmaglichkeit etabliert (Arkudas et al., 2010).

Die osteogenen und osteokonduktiven Eigenschaften mehrerer Scaffolds wurden in
unterschiedlichen in vivo Vorversuchen untersucht (Publikationen in Vorbereitung).
Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte die Verwendung von silikatsubstituiertem
Hydroxyapatit als Hartmatrix sowie Fibrinogen und Thrombin als Release-Matrix. Eine

Optimierung der Osteogenese wurde durch eine Mischung aus BMP-2 und osteogenen Zellen



Literaturibersicht 21

erzielt; hierbei lieferten die Besiedelung der Konstrukte mit priméaren Osteoblasten und mit
MSCs dhnliche Resultate (Buehrer et al., 2015; Strobel et al., 2014). Das beschriebene
Defektmodell wurde ebenfalls in Vorstudien entwickelt und im Rahmen einer Studie
erfolgreich angewandt (Balzer, 2013). Hierbei wurde die Heilung eines Knochendefekts
kritischer Grolke mithilfer vaskularisierter und nicht vaskularisierter Konstrukte, bestehend
aus einer biphasischen Calciumphosphat-Keramik (Hydroxyapatit und B-TCP), osteogenen
Zellen und BMP-2, in unbestrahlten Femora untersucht. Die vorliegende Arbeit stellt somit
eine Weiterentwicklung dieses Modells dar, in der zusatzlich zur Knochenregeneration in
gesundem Gewebe auch jene in Gewebe mit limitierter Osteogenese und Vaskularisierung

evaluiert werden soll.
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3 Zielsetzung

3.1 Phase I: Evaluation Bestrahlungsprotokoll

Ziel dieses  Studienabschnitts war es, die  Auswirkungen verschiedener
Bestrahlungsprotokolle auf den Knochen zu evaluieren. Die Ergebnisse sollten als Grundlage
fiir ein Modell des vorgeschéadigten Knochens dienen, wie er unter klinischen Bedingungen
nach z.B. Tumorresektionen mit darauffolgender Bestrahlung zu finden ist. ZielgroRen waren
Knochenmarksschadigung (Knochenmarksédem, Fibrose, Ersatz durch Fettgewebe,
Hypozellularitat), Schadigung der Osteozyten und Osteoblasten (Hypozellularitat),
Schédigung der bestehenden GeféaRstrukturen und Up-/Downregulation von Markern der
Osteogenese, Angiogenese, Fibrose und Entziindung. Das Bestrahlungsprotokoll mit der
deutlichsten Auswirkung auf diese Parameter bei gleichzeitig klinisch vertretbaren Schéden
sollte nachfolgend im CSFD-Modell (Critical-sized-Femurdefekt-Modell) verwendet werden.
Zur besseren Interpretation der Ergebnisse wurden auBerdem Primérzellen (osteogene und

endotheliale Vorlauferzellen) in vitro bestrahlt und mit den in vivo Ergebnissen verglichen.

3.2 Phase Il: Knochen Tissue Engineering im CSFD Modell nach Bestrahlung

Ziel dieses Studienabschnitts war es, die Heilung eines Critical-sized-Femurdefekts
(CSFD) nach vorheriger Bestrahlung des Knochens mithilfe von mittels Methoden des Tissue
Engineerings generiertem Ersatz-Knochengewebe zu unterstitzen sowie den Einfluss der
Bestrahlung auf die Knochenheilung in diesem Modell zu untersuchen. Das hierfir
verwendete Ersatzgewebe wurde vor der Defektsetzung in einer Titankammer in einem
gesunden, isogenen  Spendertier subkutan generiert. ES wurden verschiedene
Zusammensetzungen des Ersatzgewebes getestet und die Ergebnisse mit unbestrahlten

Kontrolldefekten verglichen.
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Tiere

Es wurden flr alle Studien ausschliellich mannliche Lewis-Ratten (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Es handelt sich hierbei um einen
Inzuchtstamm, der fur Transplantationsforschung besonders geeignet ist. Die Tiere hatten bei
Anlieferung ein Korpergewicht von 300-320 Gramm. Vor Versuchsbeginn wurde fir einige

Tage eine Akklimatisierung der Tiere durchgefuhrt.

Die Haltung erfolgte in S1 Rdumen unter standardisierten Bedingungen (Raumtemperatur
20-22°C, relative Luftfeuchtigkeit 46-48%, Hell-Dunkel-Zyklus von je 12 Stunden). Vor
Versuchsbeginn wurden die Tiere in Gruppen zu maximal 5 Tieren in Typ 4 Ké&figen
gehalten. Nach Versuchsbeginn wurden die Tiere einzeln in Typ 3 Ké&figen gehalten, um das
gegenseitige Benagen der Operationswunden zu verhindern. Die Tiere hatten unbegrenzten

Zugang zu Futter (Ssniff, Atromin, Lage, Deutschland) und Wasser.

4.2 Phase I: Evaluation Bestrahlungsprotokoll

4.2.1 Gruppen, Versuchsdesign
Es wurden flr diese Studie 24 Tiere verwendet, die in Gruppen zu je 6 Tieren unterteilt
wurden. Das linke Bein eines jeden Tieres wurde im Bereich des Femurs mithilfe einer

Rontgenrohre bestrahlt. Das jeweilige rechte Femur diente als unbestrahlte Kontrolle.

Zwolf Tiere wurden 1 Mal mit 20 Gy bestrahlt (unfraktionierte Bestrahlung); 6 Tiere
davon wurden nach 4 Wochen euthanasiert und 6 Tiere nach 8 Wochen. Bei zwolf Tieren
wurde eine fraktionierte Bestrahlung (3 Bestrahlungen zu je 10 Gy) durchgefiihrt; auch hier
wurden 6 Tiere nach 4 Wochen euthanasiert und 6 Tiere nach 8 Wochen. Die
unterschiedlichen Gruppen/Bestrahlungsprotokolle sowie der zeitliche Ablauf der Studie sind

zum besseren Verstandnis in Tab. 1 und Abb. 1 abgebildet.
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Tabelle 1: Gruppen und Versuchsdesign — Phase | - Evaluation Bestrahlungsprotokoll

Anzahl Dosis pro Zeit bis ]
Gruppe ] Anzahl Tiere
Bestrahlungen Bestrahlung Explantation
A 1 20 Gy 4 Wochen 6
B 1 20 Gy 8 Wochen 6
C 3 10 Gy 4 Wochen 6
D 3 10 Gy 8 Wochen 6

|
ﬂi

Bestrahlung
Explantation 4-
Wochen-Gruppe
Explantation 8-
Wochen-Gruppe
3 Bestrahlungen
im Abstand von
3-4 Tagen
Explantation 4-
Wochen-Gruppe
Explantation 8-
Wochen-Gruppe

Abbildung 1: Zeitlicher Ablauf —Phase | - Evaluation Bestrahlungsprotokoll

4.2.2 Bestrahlung Tiere

Zur Bestrahlung wurden die Tiere in Kurznarkose gelegt. Hierfir erhielten sie 9 mg
Ketamin (Ketavet 100 mg/mL, Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) und 1,8 mg Xylazin (Rompun
2%, Bayer, Leverkusen, Deutschland) intramuskuldar in die rechte kaudale
Oberschenkelmuskulatur. Nach Erreichen einer guten Narkosetiefe (i.A. nach 2-4 Minuten)
wurde zum Verlangern der Narkose 2 mg Medetomidin subkutan verabreicht (Domitor,
Pfizer, Karlsruhe, Deutschland).

Die Tiere wurden in Isolationskafigen (IVCs, isolated ventilated cages) in Bauchlage
fixiert. Das linke Hinterbein wurde weit nach lateral abgespreizt und mithilfe einer Unterlage
parallel zum Kafigboden in ca. 1 cm Hohe gelagert (s. Abb. 2). Die Oberschenkelregion
wurde ausgeschoren; zur Orientierung wurden das Kniegelenk, das Huftgelenk und der bei
der Ratte sehr weit distal sitzende Trochanter major an der Haut angezeichnet. Die Kéfige
wurden anschlieBend luftdicht verschlossen und auRerhalb der Haltungsrdume nicht mehr

geoffnet, um den SPF Status (specific pathogen free) aufrechterhalten zu kénnen.
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Die Bestrahlung wurde an der Strahlenklinik Erlangen mithilfe einer Rontgenréhre (0,3
mm Kupfer gefiltert) durchgefuhrt. Die Rohrenspannung betrug 120 kV, die Ladung 24,2
mAs. Die Strahlung wurde mithilfe von zwei 1 cm dicken Bleiblenden auf das Gebiet des

linken Oberschenkels begrenzt. Die im IVC ankommende Dosis betrug 1 Gy pro Minute.

Abbildung 2: Bild A) Lagerung der Ratte im IVC fiir den Bestrahlungsvorgang; die schwarzen

Punkte markieren das zu bestrahlende Feld. Bild B) Aufbau der fur die Bestrahlung verwendeten
Rontgenréhre; a: Rontgenréhre; b: Uberwachungskamera fiir die Narkosetiberwachung; c: Laser zum

Einblenden des Strahlenfeldes; d: Bleiblenden zum Eingrenzen des Strahlenfeldes.

Nach Abschluss der Bestrahlung wurden die Tiere wieder in die Rattenhaltung verbracht
und bis zum Erwachen aus der Narkose auf einer Warmeplatte (39°C) gelagert. Die Tiere
wurden in Abstanden von 2-3 Tagen auf eventuelle Komplikationen (starke Hautrétungen,
Schuppung, Ulzeration, Lahmheit, Schmerzen) kontrolliert. Die Verabreichung von

Medikamenten war nicht nétig.

4.2.3 Bestrahlung Zellen

Osteogene Vorlauferzellen. Es wurden mesenchymale Stammzellen aus Knochenmark wie
unter Punkt 4.3.3 beschrieben kultiviert. In Passage 4 wurde das Wachstumsmedium durch
osteogenes Differenzierungsmedium ersetzt. Der Nachweis der osteogenen Differenzierung
erfolgte nach 9 Tagen in Form einer positiven ALP-Féarbung. Die Bestrahlung erfolgte 12
Tage nach Beginn der Differenzierung.
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Endotheliale Vorlauferzellen. Die Isolation erfolgte wie unter Punkt 4.3.3 beschrieben. Im
Unterschied zur Isolation von mesenchymalen Stammzellen (bone marrow derived
mesenchymal stem cells, bmMSC) wurde jedoch fiir die Kultur anstelle des DMEM/Ham’s F-
12 Mediums ein spezielles Endothelzellmedium (Endothelial Cell Growth Medium MV-2;
Promocell, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Am Tag nach der Isolation wurden die nicht
adhdrenten mononukledren Zellen in eine neue, mit Gelatine (Sigma Aldrich, Seelze,
Deutschland) beschichtete Well-Platte transferiert. Die weitere Kultur erfolgte analog zur
bmMSC Kultur,

Die jeweiligen Zellen wurden vor der Bestrahlung auf 10 cm Petrischalen ausgesat und bis
zu einer Konfluenz von 70% kultiviert. AnschlieBend wurden je drei Petrischalen mit einer
Dosis von 5 Gy mit derselben Rontgenréhre, mit der auch die Tiere bestrahlt wurden,
behandelt. Drei Petrischalen derselben Zellisolation dienten als unbestrahlte Kontrolle. Nach
einer Woche wurden die Zellen abgeldst und wie unter Punkt 4.2.6.4 beschrieben fir die

quantitative PCR aufbereitet.

4.2.4 Perfusion Tiere

Nach 4 bzw. 8 Wochen wurden die bestrahlten Tiere nach einer kurzen klinischen
Inspektion erneut in Narkose gelegt (Narkosebox mit 5% Isofluran in Sauerstoff,
anschlieRend Erhaltung tber Maske; Forene, Abbott, Wiesbaden, Deutschland; zusétzlich 1,6
mg Xylazin intramuskuldr), und die Bauchhdhle wurde (ber eine mediane Laparotomie
eroffnet. Nach Vorverlagern des Darmtrakts wurden Aorta abdominalis und Vena cava
kaudalis aufgesucht, stumpf voneinander und vom retroperitonealen Fett getrennt, und je eine
Ligatur um den kranialen Abschnitt der Aorta sowie um beide GefaRe im Bereich der
Aufzweigung in die lliacalgefdle vorgelegt. Eine 24G Venenverweilkanule wurde in
kraniokaudaler Richtung in die Aorta gesetzt, und die vorgelegte Ligatur wurde dariber
festgezogen. Die Vena cava caudalis wurde im kranialen Bereich eroffnet und das
Gefallsystem Uber die gesetzte Venenverweilkantle mit 100 mL vorgewadrmter Heparinldsung
(100 IE/mL Heparin; Ratiopharm, Ulm, Deutschland; in 0,9% NaCl-Ldsung) perfundiert.
AnschlieBend wurde das Geféalisystem mit 20 mL einer rontgendichten Silikonmischung
(Microfil ® Yellow, MV-122; Flow Tech Inc., Carver, MA, USA) geflllt und die Geféle
mithilfe der zweiten vorgelegten Ligatur verschlossen. Die Kadaver wurden tber Nacht im

Kihlschrank bei +4°C gelagert, um die Mischung vollstandig ausharten zu lassen.
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4.2.5 Explantation Tiere, weitere Verarbeitung

Am nachsten Tag wurden beide Oberschenkelknochen entnommen und makroskopisch
beurteilt. AnschlieRend wurden die proximale und distale Epiphyse mit einer oszillierenden
Sé&ge abgesetzt, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und anschlieBend bei -80°C bis zur RNA-

Isolation gelagert.

Die Diaphyse wurde fiir 24 Stunden in 4% Formaldehydlésung (Roti ® Histofix 4%, Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) gelegt und anschlieend in 20% EDTA Ldsung
(Ethylendiamin-Tetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) entkalkt. Zur Beschleunigung des Entkalkungsvorgangs wurde ein Ultraschall-
Gerét verwendet (Sonocool 255, Bandelin, Berlin, Deutschland). Der Entkalkungsvorgang

dauerte jeweils ca. 2 Wochen.

4.2.6 Molekularbiologische Auswertung

4.2.6.1 RNA Isolation aus Knochengewebe
Die distale Epiphyse wurde zur RNA Isolation herangezogen. In den Fallen, in denen aus
diesem Knochenabschnitt keine ausreichende RNA-Qualitat erzielt werden konnte (siehe

Abschnitt 5.1.4.1), wurde die proximale Epiphyse als Reserve verwendet.

Fur die RNA-Isolation wurde die sog. Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode verwendet.
Das Knochenstiick (ca. 300-350 mg) wurde in einem autoklavierten, RNAse-freien
Mahlbecher fir einige Minuten in flissigen Stickstoff gegeben und anschlieend fir 5
Minuten in einem automatischen Schiittler bei einer Frequenz von 22/s homogenisiert. Dieser
Vorgang wurde so oft wiederholt, bis das Knochengewebe zu einem feinen Pulver zermahlen
war (in der Regel 1-2 Mal). Das zermahlene Knochengewebe wurde in ein 15 mL Falcon
Tube mit 7 mL TRIzol ® Reagent (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland; saures Phenol
und Guanidin Isothiocyanat) gegeben, kréftig geschittelt und fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 1,5 mL Chloroform (Th. Geyer GmbH,
Renningen, Deutschland) zugegeben, das Gemisch erneut kraftig geschittelt und fir weitere 3
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (2.500 rpm, 10
Minuten, RT) wurde die obere, wassrige Phase abgenommen und in ein neues 15 mL Falcon
Tube Uberfihrt. Zur RNA-Prazipitation wurden 3,5 mL Isopropanol (Th. Geyer GmbH)
zugesetzt und das Gemisch fir 10 Minuten bei RT inkubiert. Die Mischung wurde fir 20
Minuten bei 4°C und 4600 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das entstandene RNA-



Material und Methoden 28

Pellet zum Waschen in 1,5 mL Ethanol (70%; Merck, Darmstadt, Deutschland) in einem 2
mL Eppendorf Reaktionsgefdly aufgenommen und erneut bei 10.000 rpm fir 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstandig abpipettiert und das RNA-Pellet fir 10

Minuten luftgetrocknet.

4.2.6.2 RNA Aufreinigung aus Knochengewebe

Der DNA Verdau erfolgte laut Herstellerangaben mittels ,RNase free DNase Set™
(Qiagen, Venlo, Niederlande), die RNA Aufreinigung mittels ,,RNeasy Mini Kit* (Silika-
Saulen; Qiagen). Die an die Sdulen gebundene RNA wurde am Schluss mit 30 uL Nuclease-
freiem Wasser eluiert. Der RNA Gehalt wurde mittels UV Spektrophotometer (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) gemessen, und die RNA Ldsung wurde bis zur weiteren Verwendung

bei -80°C gelagert.

4.2.6.3 RNA Gel-Elektrophorese

Die RNA Qualitat wurde mithilfe einer nicht denaturierenden Gel-Elektrophorese
Uberpraft. Hierfir wurde 1 g Agarose (Top Vision Agarose, Thermo Scientific,
Braunschweig, Deutschland) in 100 mL 1x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (mit DEPC
behandeltem Wasser angesetzt) gelést, mit 10 pL einer Nukleinséure-Farbelésung (SYBR®
Safe DNA Gel Stain; Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) versetzt und die Mischung
zum Auskiihlen in einen Geltrager gegossen (Gel-L&nge 7 cm, Gel-Dicke ca. 1 cm). Jeweils 1
Mg RNA wurden mit RNAse freiem Wasser und Xylencyanol-Losung vermischt
(resultierendes Gesamtvolumen: 25 pL) und in die Gel-Taschen geladen. In eine Tasche
wurde anstelle der RNA ein Langenstandard gegeben (1kb DNA Ladder, New England
Biolabs, Frankfurt, Deutschland). Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 100 V
fur 30 Minuten. Die Auswertung erfolgte durch Anregung mit UV-Licht bei 302 nm
(ChemiDoc MP, Bio-Rad, Minchen, Deutschland). Nur Proben mit deutlich abgrenzbaren
18S und 28S Banden (1,9 bzw 4,7 kbp) wurden in weiterer Folge fiir reverse Transkription
und RT-PCR verwendet.

4.2.6.4 RNA Isolation aus Zellen

Die Zellen wurden wie beim Passagieren abgelost und das Zellpellet in flussigem
Stickstoff kurz tiefgefroren. Die RNA-Isolation erfolgte mithilfe eines kommerziell
erhéltlichen Kits (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Venlo, Niederlande). Das Pellet wurde hierfir in
Lysis-Puffer (RLT Buffer, Qiagen) und p-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich, Seelze,

Deutschland) aufgenommen und mithilfe einer QIA Shredder Sdule (Qiagen) homogenisiert.
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Die anschlieBende Aufreinigung mittels Silika-Saule und DNAse Verdau sowie die
Integritatsprifung mittels Agarosegel erfolgten wie unter Punkt 4.2.6.2 und 4.2.6.3

beschrieben.

4.2.6.5 Reverse Transkription

Die reverse Transription von je 1 ug RNA erfolgte laut Herstellerangaben mittels ,,Revert
Aid First Strand cDNA Synthesis Kit“ (Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland). Es wurden Random Hexamer Primer verwendet. Die resultierende cDNA
(Gesamtvolumen 20uL) wurde mit Nuclease-freiem Wasser auf 40 pL verdinnt und bei -
80°C bis zur RT-PCR gelagert.

4.2.6.6 Quantitative PCR/Real Time PCR
Fur die relative  Quantifizierung  wurden GAPDH  (Glycerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase) und PPIA (Peptidyl-Prolyl-Isomerase A) als interne Kontrolle

(,,housekeeping genes*) verwendet. Die Expression folgender Gene wurden bestimmt:

- Osteogenese: Runt-related transcription factor 2 (RUNX2), alkalische Phosphatase
(ALP), Osteocalcin (OC), Osteopontin (OP), Collagen | (Coll 1)

- Fibrose: Transforming growth factor beta 1 (TGFp1)

- Entziindung: Tumor necrosis factor alpha (TNFa)

- Angiogenese, Vaskulogenese: Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A),
Hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF1a)

Die quantitative PCR erfolgte mittels SYBR Green Detektion (C1000 Touch, CFX96 Real
Time System, BioRad Laboratories, Munchen, Deutschland; Mastermix: SSO Advanced,

BioRad Laboratories).

Sequenzen der Primer und PCR-Protokoll: s. Anhang

4.2.7 Mikro-Computertomographische Auswertung

Nach abgeschlossener Entkalkung wurden die Femurdiaphysen in mit PBS (PBS:
phosphate buffered saline; Biochrom, Berlin, Deutschland) gefillten Plastikrohrchen
stabilisiert und die mit Microfil ® gefillten und somit réntgendichten Geféalstrukturen
microcomputertomographisch ausgewertet (UCT). Hierfir wurde eine hoch auflésende
Rontgenrohre (Skyscan 1172; Bruker microCT, Kontich, Belgien) verwendet. Die Spannung
betrug 80 kV, der Réhrenstrom 100 pA und die Voxelgrélie (Auflésung) 6,78 pum.
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Die Rohdaten wurden mithilfe einer Rekonstruktionssoftware (NRecon Client and Server,
Skyscan, Kontich, Belgien; sowie Amira, Visage Imaging, Berlin, Deutschland) ausgewertet.
Das Gefalinetzwerk wurde hierfiir in einzelne Segmente mit einem definierten Durchmesser
unterteilt und daraus die akkumulierte Geféal3lange fir jeden Durchmesser berechnet. Das
Gefalinetzwerk wurde auflerdem optisch in einem dreidimensionalen Bild dargestellt.

4.2.8 Histologie

Im Anschluss an die uCT Untersuchung wurden die Knochen der L&nge nach halbiert
(sagittal) und mittels Alkoholreihe entwéssert. Die entwésserten Knochenhélften wurden in
Paraffin eingebettet und mittels Mikrotom geschnitten (3-5 um Schichtdicke). AnschlieRend
wurden sie in einer umgekehrten Alkoholreihe (Xylol, 99% Ethanol, 96% Ethanol, 70%
Ethanol) entparaffiniert und wie folgt gefarbt (Waschvorgange zwischen den einzelnen

Schritten sind nicht eigens aufgefiihrt):

Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die Héamatoxylin-Eosin-Farbung erfolgte automatisiert in einem Férbeautomaten
(Shandon, Astmore, UK). Die entparaffinierten Schnitte wurden zunéchst in Hamatoxylin-
Losung (Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland) eingelegt und nach einem Waschschritt in

alkoholische Eosin Y Losung (Sigma Aldrich).

Hiflo-Farbung

Die Hifla-Farbung erfolgte mithilfe des Polymersystems POLAP-100 (Zytomed Systems,
Berlin, Deutschland). Die entparaffinierten Schnitte wurden zunédchst in Target Retrieval
Solution (Dako GmbH, Hamburg, Deutschland) fur 1 Minute bei 121°C gekocht.
AnschlieRend wurden die Schnitte fir 5 bzw. 30 Minuten in Blockierungslésungen (Blocking
solution, Zytomed Systems sowie Rodent Block R, Biocare Medical/Zytomed Systems)
eingelegt, um eine unspezifische Bindung des Primérantikdrpers bzw. durch endogene 1gG
Antikorper zu verhindern. Die Schnitte wurden mit Priméar-Antikorper-Losung Uberschichtet
(monoklonaler Maus-Antikorper, Hiflo Antibody NB 100-123, Novus Biologicals,
Cambridge, UK; Verdinnung: 1:10.000) und tber Nacht bei +4°C inkubiert. Am néchsten
Tag wurden die Schnitte fir 30 Minuten in ein Verstarkungsreagenz (Postblock Solution,
Zytomed Systems) eingelegt und anschlielend das AP-Polymer (Sekundarantikorper,

gekoppelt an alkalische Phosphatase) fiir 30 Minuten aufgetragen. Die Visualisierung erfolgte
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mithilfe von Fast Red, die Gegenfarbung mithilfe von Hamalaun (Mayers Hamalaun, Merck,
Darmstadt, Deutschland).

aSMA-Farbung (a-Smooth-Muscle-Actin)

Die immunhistochemische Farbung des a-Smooth-Muscle-Actins erfolgte wie die Hifla-
Féarbung mittels POLAP-100 Polymersystem (Zytomed Systems). Es wurde jedoch normaler
Citratpuffer (pH 6,0) anstelle der Retrieval Solution verwendet, die Anwendung des Rodent
Blocks entfiel. Als Primérantikdrper wurde ein monoklonaler Maus-Antikorper verwendet
(Clone 1A4, Zytomed Systems; Verdinnung 1:300).

CD31-Farbung

Auch die CD31-Farbung erfolgte wie die aSMA-Férbung. Als Primar-Antikorper wurde
ein polyklonaler Kaninchen-Antikdrper verwendet (Anti-CD31-Pecam-1, Zytomed Systems;
Verdinnung 1:50).

Lectin-Farbung

Die entparaffinierten Schnitte wurden in Citratpuffer (pH 6,0) fir 1 Minute bei 121°C
gekocht. Nach 10 Minuten in 3%iger Wasserstoffperoxidlésung (Merck) wurden die Schnitte
in einer Avidin- und Biotin-blockierenden L6sung (Avidin/Biotin Blocking Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) fur je 15 Minuten inkubiert. Nach 30 Minuten in
10%igem Ziegenserum (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) wurde der
Primarantikorper zugegeben (biotinylierter Lectin Antikorper; Isolectin B4 Biotin-labeled,
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland; 1:270 in TRIS Puffer) und die Schnitte Gber Nacht bei
+4°C inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Detektion mittels Streptavidin-HRP (Dako
GmbH, Hamburg, Deutschland; Inkubation ftr 30 Minuten) und DAB+ Chromogen (Dako
GmbH; Inkubation fir 10 Minuten). Eine Gegenfarbung erfolgte mittels einer 1:10
Hé&malaun-L6sung (Mayers Hamalaun, Merck).

DAPI Farbung

Die entparaffinierten Schnitte wurden mit DAPI-Losung (4',6-Diamidin-2-phenylindol;
Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland; Verdinnung 1:1000) uberschichtet und fir 5 Minuten

inkubiert. Die Farbung und Lagerung erfolgte im Dunkeln.
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Auswertung Histologie

Alle Schnitte wurden unter 10-facher VergroRerung fotografiert, bei speziellen
Fragestellungen (z.B. qualitative Beurteilung tubuldrer Lectin- und aSMA-positiver
Strukturen) wurden auch hohere VergroRerungen (20fach) angewandt. Die Anfertigung der
Fluoreszenz-Bilder erfolgte an einem Leitz DRMBE Mikroskop (Leica Microsystems,
Wetzlar, Deutschland) und einer Leica DFC420 Kamera unter 100facher VergroRerung. Die
restlichen Féarbungen wurden mit einem Olympus IX81 Mikroskop (Olympus, Hamburg,

Deutschland) fotografiert.

Die Auswertung der Bilder erfolgte mittels ImageJ Software (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA; Version 1.47v) entsprechend der folgenden Kriterien mit hierfur
definierten Threshold-Werten:

H&matoxylin-Eosin-Farbung

e Auszdhlen der Vakuolen in einem 5 mm langen, mdglichst zentralen Abschnitt des
Knochenmarks (,,Anzahl Vakuolen®)

e Berechnung der durchschnittlichen GroRe und der Gesamtflache der Vakuolen in
diesem Abschnitt (,,GréBe Vakuolen®, ,,Fliche Vakuolen*)

e Auszédhlen der schwarz perfundierten GefélRe in einem 5 mm langen, mdoglichst
zentralen Abschnitt des Knochenmarks (,,Anzahl Gefdlle*), Berechnung der Gesamt-
GefaBflache (,,Flache Gefalie)

DAPI Farbung

e Auszéhlung der DAPI positiven Zellen in der Kortikalis eines 5 mm langen, moglichst

zentralen Abschnitts (dorsale und ventrale Kortikalis) (,,DAPI positiv)
Hifla- und CD31-Férbung

e Auszédhlung der Hifla- bzw CD31-positiven Zellen in einem 5 mm langen, moglichst

zentralen Abschnitt des Knochenmarks (,,Hifla positiv, ,,CD31 positiv*)

Die immunhistochemischen Farbungen fiir Lectin und aSMA wurden ausschliellich

qualitativ im Hinblick auf VVaskularisation der Femora beurteilt.
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4.3 Phase I1: Knochen Tissue Engineering im CSFD Modell nach Bestrahlung

4.3.1 Materialien

Grundlage der Studie war die Prévaskularisation und —ossifikation einer osteogenen
Matrix in einer Titankammer (s. Abb. 3) in einem gesunden Spendertier vor Implantation in
einen Femurdefekt. Die hierfur verwendete Titankammer wurde mittels Electron Beam
Melting Technik (Selective Electron Beam Melting-Anlage S12, Arcam AB, Modlindal,
Schweden) am Lehrstuhl fur Werkstoffkunde und Technologie der Metalle der Universitat
Erlangen-Nirnberg hergestellt (Prof. Carolin Korner - Leichtbauwerkstoffe). Die
Kammerwand besteht aus einem Gitter mit einer Porengrdf3e von 2 mm, durch die aus dem
umliegenden Gewebe Gefélie einsprossen kdnnen. Zusatzlich besitzt die Kammer zwei 6 mm
lange Fligel mit je zwei Lochern (1,3 mm Durchmesser), durch die die Kammer operativ am
Oberschenkelknochen fixiert werden kann. Der Kammerdurchmesser betragt 12 mm, die
Kammerhohe mit Boden und Deckel 10,5 mm. Die Gesamtlange der Kammer inklusive
Fligel betragt 27 mm.

Abbildung 3: Verwendete Titankammer (a, b, d) mit Deckel/Boden (c).

Als Hartmatrix wurde Actifuse® (Baxter Healthcare GmbH, Wien, Osterreich)
verwendet. Hierbei handelt es sich um silikatsubstituiertes Hydroxyapatit (0,8% Silikat laut
Herstellerangabe) mit einer Granula-Grofe von 2-5 mm. Die Auswahl der Hartmatrix erfolgte
basierend auf Vorversuchen der eigenen Arbeitsgruppe (Publikation in Vorbereitung). Als
osteogener Wachstumsfaktor wurde basierend auf eigenen Vorversuchen rekombinantes
humanes Bone morphogenetic protein 2 (rhBMP-2; Induct Os/Dibotermin alfa, Wyeth/Pfizer,

Berlin, Deutschland) in einer Release-Matrix aus Fibrinogen (10 mg/mL) und Thrombin (2
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IE/mL; beides Tisseel Fibrin Sealant, Baxter Healthcare GmbH, Wien, Osterreich) zur
langsamen Freisetzung des Proteins verwendet. Als zusétzlicher osteogener Stimulus wurden
in einigen Gruppen osteogen differenzierte mesenchymale Stammzellen aus dem
Knochenmark syngener Ratten implantiert (omMSCs, bone marrow derived mesenchymal
stem cells; s. Abschnitt 4.3.3).

4.3.2 Gruppen, Versuchsdesign

Es wurden fur diese Studie 137 Ratten verwendet, die in 8 Gruppen unterteilt wurden (s.
Tab. 2). Basierend auf dem Kammerinhalt wurden die Gruppen mit E (Gemisch aus MSCs,
BMP und silikatsubstituiertem Hydroxyapatit), F (silikatsubstituiertes Hydroxyapatit) und G
(leer) bezeichnet. In Gruppe E wurden hierbei anhand des Intervalls bis zur Explantation eine
Kurzzeitgruppe (E10d) und eine Langzeitgruppe (E12Wo) unterschieden. Die praoperativ

bestrahlten Gruppen wurden zusétzlich mit einem ,,b* bezeichnet.

Tabelle 2: Gruppen und Versuchsdesign - Phase Il — Knochen Tissue Engineering im CSFD

Modell nach Bestrahlung.

Zeit Bestrahlung | 7.t copp
. " — (Empfanger, . Anzahl
Gruppe Kammerinhalt Préavaskularisation Explantation .
(im Spendertier) 4 Wochen (Empféngertier) Tiere
vor CSFD)
Silikatsubstituiertes
E10d Hyirhor’éﬁgﬁf,“;hg?\;'gf’ge“’ 6 Wochen Nein 10 Tage 10
bmMSCs
Silikatsubstituiertes
bE10d Hy?.ﬁﬁﬁg?g:t}hg?\;'g?gen’ 6 Wochen Ja 10 Tage 10
bmMSCs
Silikatsubstituiertes
E12Wo Hy?.ﬁﬁﬁg?;:t}hgwg?gen’ 6 Wochen Nein 12 Wochen 10
bmMSCs
bE12Wo Hydsr:)l;(l;i[s;tti)fnlzli]tl)?ir:]%sgen
Thrombin, rhBMP-2, 6 Wochen Ja 12 Wochen 10
bmMSCs
Silikatsubstituiertes
F Hydroxyapatit, Fibrinogen, 6 Wochen Nein 12 Wochen 10
Thrombin
Silikatsubstituiertes
bF Hydroxyapatit, Fibrinogen, 6 Wochen Ja 12 Wochen 10
Thrombin
G Leer Keine Nein 12 Wochen 7
bG Leer Keine Ja 12 Wochen 10
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Die Konstrukte der Gruppen E10d, bE10d, E12Wo, bE12Wo, F und bF wurden 6 Wochen
vor Setzen des CSFD in ein gesundes Spendertier eingesetzt, um dort eine Pravaskularisation
und erste Osteogenese zu ermdglichen. In Gruppe E10d, E12Wo, bE10d und bE12Wo wurde
dabei ein Gemisch aus Hartmatrix (silikatsubstituiertes Hydroxyapatit), rhBMP-2 und
osteogen differenzierten bmMSCs (bone marrow derived mesenchymal stem cells, dt.
Knochenmarks-Stammzellen), aufgenommen in Fibrin (10 mg/mL Fibrinogen + 2 IE/mL
Thrombin), in die Kammer gegeben. Nach 6 Wochen Prévaskularisation im Spendertier
erfolgte der Transfer in den CSFD im Empfangertier. Die Explantation der Konstrukte aus
dem Empféngertier erfolgte 10 Tage (Gruppe E10d/bE10d) bzw. 12 Wochen nach Setzung
des CSFD (Gruppe E12Wo/bE12Wo0). Die Gruppen E10d und E12Wo stellten die
unbestrahlten Gruppen dar, die Empféangertiere der Gruppen bE10d und bE12Wo wurden

entsprechend dem Bestrahlungsprotokoll aus der Vorstudie vor der Transplantation bestrahit.

In Gruppe F bzw. bF wurde die Kammer mit der Hartmatrix befillt. Um Einflusse der
Release-Matrix auf die Knochenbildung auszuschlielen sowie die Granula-Matrix zu
stabilisieren, wurde zusétzlich Fibrin in die Kammern gegeben. Die Kammern wurden nach 6
Wochen Pravaskularisation auf das jeweilige Empfangertier tbertragen. Die Explantation
erfolgte 12 Wochen nach Setzung des CSFD. Die Gruppe F stellt hierbei die unbestrahlte

Gruppe dar, die Femora der Tiere der Gruppe bF wurden bestrahlt.

In den Kontrollgruppen (Gruppe G bzw. bG) wurde je eine leere Kammer ohne vorherige
Prévaskularisation in den Femurdefekt eingesetzt. Hierbei lag das Augenmerk auf der Heilung
des Knochens ohne Unterstiitzung in Form von implantiertem Gewebe und auf dem Nachweis
der kritischen GroRe des Femurdefekts. Die Gruppe G stellte hierbei die unbestrahlte
Kontrollgruppe dar, die Gruppe bG die bestrahlte. Zur Minimierung der Tierzahl stammten
die Tiere der Gruppe G dabei bis auf ein Tier aus einer Vorlauferstudie (Balzer, 2013), in der
dasselbe Operationsprotokoll verwendet wurde. Die Explantation erfolgte 12 Wochen nach

Femurdefektsetzung.

Die Bestrahlung der Empfangertiere der Gruppen bE10d, bE12Wo, bF und bG erfolgte
basierend auf der VVorstudie 4 Wochen vor Setzung des CSFD einmalig mit 20 Gy.

Der zeitliche Ablauf sowie der jeweilige Kammerinhalt in den einzelnen Gruppen sind in
Abb. 4 und 5 bzw. Tab. 2 abgebildet.
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6 Wochen 12 Wochen

[ E12wo,F G >
10 Tage l

Implantation
CSFD Setzung
Explantation
10d Gruppe
Explantation
12Wo Gruppen

Spender

Abbildung 4: Zeitlicher Ablauf - Phase Il — Knochen Tissue Engineering im CSFD Modell nach

Bestrahlung; unbestrahlte Gruppen. Blau = Spendertiere. Griin = Empféangertiere.

6 Wochen 12 Wochen

[ bE12Wo0, bF, bG >
bE10

4 Wochen 10 Tage

l

Implantation
Spender
Bestrahlung
Empfanger
CSFD Setzung
Explantation
10d Gruppe
Explantation
12Wo Gruppen

Abbildung 5: Zeitlicher Ablauf - Phase 1l — Knochen Tissue Engineering im CSFD Modell nach

Bestrahlung — bestrahlte Gruppen. Blau = Spendertiere. Griin = Empfangertiere.

4.3.3 Zellisolation und Zellkultur
Zellisolation. Die in dieser Studie verwendeten mesenchymalen Stammzellen (bone

marrow derived mesenchymal stem cells, bmMSCs) wurden aus dem Knochenmark eines
syngenen, gesunden, adulten Tieres isoliert. Hierfir wurde das Tier in tiefe Vollnarkose
gelegt, an beiden Hinterbeinen die Haut abprépariert, die Beine im Huftgelenk und im

Sprunggelenk exartikuliert, mit sterilem PBS (Biochrom, Berlin, Deutschland) gewaschen
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und in einem sterilen Falcon auf Eis ins Zellkulturlabor transportiert. Das Tier wurde nach

Abnahme der Beine euthanasiert (T61, Intervet, UnterschleiBheim, Deutschland).

Im Zellkulturlabor wurden unter einer sterilen Werkbank beide Femora und Tibiae
voneinander getrennt und von Muskelresten befreit. Der gesamte Isolationsprozess erfolgte
bei Raumtemperatur. Nach Absetzen der Epiphysen wurde das Knochenmark mit insgesamt
30 mL MACS Puffer (PBS, Biochrom; + 2% FCS Superior, Biochrom; FCS = fotales
Kélberserum) ausgespiilt. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (1400 rpm, 5°), der
Uberstand abgesaugt und die Zellen in 10 mL frischem Wachstumsmedium resuspendiert
(Zusammensetzung Wachstumsmedium: DMEM/Ham’s F-12 Medium, Biochrom; +1% L-
Glutamin, Gibco/Life Technologies, Darmstadt, Deutschland; +20% FCS Superior,
Biochrom). Die resultierende Suspension wurde durch ein 100 um Zellsieb gefiltert und mit 5
mL Ficoll Losung (Histopaque ® -1077, Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland) unterschichtet.
Nach der anschlieBenden Zentrifugation (20°, 2000 rpm) wurden die {iber der Ficoll-LAsung
liegenden mononukledren Zellen abgenommen, in ein frisches Falcon Tube Uberfiihrt und
ausgezahlt. Das Ausséen erfolgte auf eine 24-Well-Platte bei 2x10° mononukleéren Zellen pro
Well. 36 Stunden nach der Zellisolation wurden die nicht adhé&renten Zellen abgenommen und

verworfen sowie die adharenten Zellen mit frischem Medium Uberschichtet.

Zellkultur. In weiterer Folge wurde das Wachstumsmedium drei Mal pro Woche
gewechselt. Bei einer Konfluenz von ungefdhr 80% (in der Regel nach 5-6 Tagen, cell
doubling time 2,9 — 3,6 Tage) wurden die Zellen passagiert. Hierfir wurde das
Wachstumsmedium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS (w/o Ca?*/Mg?*; Biochrom)
gewaschen und mit Trpysin/EDTA Losung (Biochrom) (berschichtet. Nach einer
Inkubationszeit von 4° wurde die Reaktion mit der doppelten Menge an Wachstumsmedium
abgestoppt, die abgeldsten Zellen in ein Falcon tiberfiihrt, zentrifugiert (1000 rpm, 4°) und in
frischem Wachstumsmedium resuspendiert. Die Zellen wurden bei einer Dichte von 5000

Zellen/cm? (Passage 1, Passage 2) bzw. 3000 Zellen/cm? (ab Passage 3) ausgesét.

Einfrieren. Beim 4. Passagiervorgang wurden die bmMSCs nach dem Abldsen gezéhit
und nach der Zentrifugation in Einfriermedium aufgenommen. Dies bestand aus 90% fotalem
Kélberserum (FCS Superior, Biochrom), das mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma
Aldrich) versetzt war. Die Zellsuspension wurde in Cryordhrchen Gberfohrt (1 mL
Zellsuspension bzw. 1,5x10° bmMSCs pro Réhrchen), in einen auf 4°C vorgekihlten

Einfriercontainer (Nalgene ® Mr. Frosty, Sigma Aldrich) gegeben und bei -20°C bei einer
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Abkiihl-Geschwindigkeit von 1°C/Minute eingefroren. Die weitere Lagerung erfolgte in
fliissigem Stickstoff bei -196°C.

Auftauen. Zum Auftauen wurden die Cryordhrchen im Wasserbad erwérmt und die
Zellsuspension nach Schmelzen sofort in ein Falcon mit angewarmtem Wachstumsmedium
uberfuhrt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen in frischem
Wachstumsmedium resuspendiert. Der Inhalt eines Cryordhrchens wurde auf eine T75

Zellkulturflasche ausgesat.

Durchflusszytometrie. In Passage 4 wurde die Expression von fur bmMSCs typischen
Oberflachenmarkern mittels Durchflusszytometrie tberprift. Hierfur wurden die Zellen einer
gut konfluenten T75 Flasche mit Trpysin/EDTA abelést und in Pufferlésung (PBS w/o
Ca?*/Mg?*, Biochrom; + 2% FCS Superior, Biochrom; + 0,05% Natriumazid, Sigma Aldrich)
aufgenommen. Die Inkubation mit den jeweiligen Antikdrpern erfolgte fiir jeweils 30° bei
4°C. Als positive Stammzellmarker wurden CD90, CD29, CD73 und CD54 gewdhlt. Als
Negativmarker dienten CD45 (Leukozytenmarker) und CD31 (Endothelzellmarker).

Antikdrper und Verdunnungsstufen: s. Anhang.

Die Messung erfolgte am FACScalibur™ Durchflusszytometer (BD Bioscience,
Heidelberg, Deutschland). Die Auswertung erfolgte mittels FlowJo Software (TreeStar,
Ashland, OR, USA).

Differenzierung. In Passage 6 wurde das fir bmMSCs typische und fiir das Knochen-
Tissue-Engineering wichtige osteogene Differenzierungsvermogen uberprift. Hierfir wurde
das  Wachstumsmedium durch osteogenes Differenzierungsmedium ersetzt
(Wachstumsmedium + 25 pg/mL L-Ascorbinséure + 10 mM Glycerol-2-Phosphat + 100 nM
Dexamethason; alle drei Zusétze Sigma Aldrich). Die erfolgreiche osteogene Differenzierung
der Zellen wurde mittels ALP Farbung nachgewiesen (Alkalische Phosphatase; Leucocyte
Alkaline Phosphatase Kit, Sigma Aldrich).

Aufbereitungs zur in vivo Implantation in Spendertiere. Vor der in vivo Implantation
wurden bmMSCs in Passage 6 fur 5-6 Tage in osteogenem Differenzierungsmedium
kultiviert. Zur Implantation wurden die Zellen mittels Accutase (Gibco/Life Technologies;
Inkubationszeit 15° bei 37°C) abgelost, abzentrifugiert (1000 rpm, 4°) und danach in
Collagenase Il Lésung resuspendiert (Biochrom; 1 mg/mL in Wachstumsmedium gel6st).
Nach 6-7 Minuten Inkubationszeit lag eine Einzelzellsuspension vor. Die Zellen wurden
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durch ein Zellsieb mit Porengrdfle 70um gefiltert und mittels Trypanblaufarbung (Sigma
Aldrich) ausgezahlt. Drei Millionen lebende bmMSCs wurden in 5 mL Medium
aufgenommen und mit 25 pg Dil Cell Tracker versetzt (Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland). Die Zellen wurden fur 15 Minuten in der Férbelésung inkubiert, nach
zweimaligem Waschen mit PBS in 550 mL Fibrinogen-L6sung aufgenommen (Tisseel Fibrin
Sealant, Baxter, Wien, Osterreich; Konzentration 10 mg Fibrinogen/mL) und auf Eis gelagert.
Dem Fibrinogen-Zell-Gemisch wurden 100 pL einer BMP-2 Lésung (verdunnt in PBS, End-
Konzentration im Gemisch 100 pg/mL). Das Fibrinogen-BMP-Zell-Gemisch wurde auf Eis
und dunkel bis zur Implantation (ca. 30 Minuten lang) gelagert.

4.3.4 Implantation der Konstrukte in Spendertiere

Narkose, Medikation. Zum Einleiten der Narkose wurden die Tiere in eine Induktionsbox
gesetzt, in die 5% Isofluran (Forene, Abbott, Wiesbaden, Deutschland) in reinem Sauerstoff
eingeleitet wurde. Nach Gewichtskontrolle wurden sie mit 1,4-1,6 mg Xylazin (intramuskuldr;
Rompun 2%, Bayer, Leverkusen, Deutschland), 0,2 ml Veracin compositum (entsprechend
16.000 IE Benzathin-Benzylpenicillin, 24.000 IE Procain-Penicillin, 51,6 mg
Dihydrostreptomycin; subkutan; Albrecht, Aulendorf, Deutschland), 0,2 mg Meloxicam
(subkutan; Metacam 2 mg/mL, Boehringer-Ingelheim, Ingelheim, Deutschland) sowie 4 mg
Tramadolhydrochlorid  (subkutan; Tramal Ampullen 50 mg, Griinenthal, Aachen,
Deutschland) pramediziert. Die Narkoseerhaltung erfolgte mittels Isofluran in reinem
Sauerstoff (ber eine Maske. Die Tiere wurden auf einer Heizplatte (39°C) in Rickenlage
gelagert, und die Innenseite des linken Hinterbeins wurde ausgeschoren und aseptisch fur die
Operation vorbereitet.

Operation. Mit einem Skalpell wurde ein Hautschnitt Gber A. und V. femoralis gesetzt
und mit der Metzenbaumschere stumpf eine subkutane Tasche in der Leiste und medial am
Oberschenkel prépariert. Die beiden GefélRe wurden unter einem Operationsmikroskop
vorsichtig vom daneben liegenden Nerv getrennt. GroRere Abgénge wurden mithilfe einer
bipolaren Pinzette verschlossen, und beide Gefdle wurden in der Leiste sowie in der
Kniekehle nach vorherigem Kautern abgesetzt, um Probleme mit Blutungen durch das
Aufsetzen der Kammer auf diese Gefdlle zu vermeiden und ein spéteres Einsprossen von
diesen Gefdllen ausgehend zu verhindern. Die Wundhohle wurde gespilt und vor

Implantation der Kammer auf kleinere Blutungen uberprift.
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Zusammensetzen und Beflillen der Kammer. Zunéchst wurde der Boden der Kammer mit 3
Einzelknopfheften (USP 4/0, Polypropylen) fixiert. Die Kammer wurde anschlieBend in eine
eigens angefertigte Teflonform gesetzt, die zum Befiillen mit der flissigen Fibrinmatrix
notwendig war. Es wurden 4 Plastikstifte (Mandrins fir Venenverweilkanilen, 18 G) in die
Locher im Boden gesetzt.

Gruppe F bzw. bF: Die Hartmatrix wurde gleichmaRig rund um die Plastikstifte
geschichtet. Anschliefend wurde Fibrinogen mit Thrombin vermischt und die noch fllssige
Mischung in die Kammer pipettiert. Nach Gelieren der Mischung (ca. 3 Minuten) wurde der
Deckel der Kammer aufgesetzt, fixiert und die Kammer subkutan implantiert.

Gruppe E10d, E12Wo, bE10d und bE12Wo: Vor Befiillen der Kammer mit BMP-2
haltiger Matrix wurde diese nach dem Zusammensetzen mit PBS-0,1%BSA Ldsung (BSA:
Bovines Serumalbumin, Sigma Aldrich) beschichtet, um eine Inaktivierung des
Wachstumsfaktors durch Kontakt mit den Materialien zu verhindern. Nach Absaugen der
PBS-BSA Ldsung wurde die Hartmatrix gleichméfRig rund um die Plastikstifte geschichtet.
Die Fibrinogen/BMP-2/MSC Mischung wurde mit Thrombin versetzt und das Gemisch in die
Kammer pipettiert. Nach Gelieren der Mischung wurde der Deckel aufgesetzt, mit 3
Einzelknopfheften fixiert und die Kammer unverziglich implantiert, um ein gutes

Zelluberleben zu gewéhrleisten.

Die Kammer wurde mit der Deckelseite nach unten in die subkutane Tasche gesetzt; Die
beiden Fliigel zeigten dabei nach kranial und kaudal. Es wurde darauf geachtet, die Kammer
nicht direkt auf den Nerv zu n&hen. Nach genauer Positionierung wurde die Kammer mit 3
Einzelknopfnéhten (USP 4/0, Polypropylen) am Muskel fixiert. Der Wundverschluss erfolgte
zweischichtig (Subkutannaht einfach fortlaufend, Hautnaht einfach fortlaufend, beides mit

USP 4/0, Polyglactin 910). Abschliefend wurde ein Sprihverband aufgetragen.
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Abbildung 6: Subkutane Implantation eines Konstrukts in die Leiste eines Spendertieres. a, b:
Titankammer nach Befillen und vor Aufsetzen des Deckels. ¢, d: Operationssitus nach Einsetzen und
Festndhen der befullten Kammer; links oben im Bild jeweils proximal (kraniomedial), links unten

distal.

Postoperative Versorgung. Nach der Operation erhielten die Tiere Tramadolhydrochlorid
(Tramal Tropfen, Grunenthal, Aachen, Deutschland) tber das Trinkwasser (75 mg pro Liter
Trinkwasser) flr 10 Tage, danach wurde die Dosis tber einen Zeitraum von 4 Tagen langsam
ausgeschlichen. Es wurde postoperativ keine Antibiose verabreicht.

4.3.5 Bestrahlung der Empfangertiere

Die Bestrahlung erfolgte wie unter Punkt 4.2.2 beschrieben. Basierend auf den
Ergebnissen der VVorstudie wurden die Empféngertiere der Gruppen bE12Wo, bE10d, bF und
bG einmalig mit 20 Gy bestrahlt. Die Zeit bis zum Setzen des Femurdefekts betrug 4 Wochen.

4.3.6 Setzen des CSFD im Empfangertier
Operationsvorbereitung. Zum Einleiten der Narkose wurden die Empfangertiere in eine
Induktionsbox gesetzt, in die 5% Isofluran (Forene, Abbott, Wiesbaden, Deutschland) in
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reinem Sauerstoff eingeleitet wurde. Nach Gewichtskontrolle wurden die Tiere mit Xylazin
(1,6 mg intramuskulér; Rompun 2%, Bayer, Leverkusen, Deutschland), Buprenorphin (12 ug
subkutan; Temgesic Ampullen, RB Pharmaceuticals, Berkshire, UK), Meloxicam (0,2 mg
subkutan; Metacam 2 mg/mL, Boehringer-Ingelheim, Ingelheim, Deutschland) und
Clindamycin (10 mg subkutan; Clindamycin 150 mg/mL, Hameln Pharma, Hameln,
Deutschland) prédmediziert. Die Narkoseerhaltung erfolgte mittels Isofluran in reinem
Sauerstoff Uber eine Maske. Die Tiere wurden auf einer Heizplatte (39°C) in rechter
Seitenlage positioniert, die linke Hinterextremitdt wurde ausgeschoren und aseptisch fiir die
Operation vorbereitet.

Parallel dazu wurde das jeweilige Spendertier (Gruppen E10d, E12Wo, F, bE10d,
bE12Wo, bF) ebenfalls in Narkose gelegt und mit 1,6 mg Xylazin pramediziert. Der Bereich
rund um das Konstrukt wurde ausgeschoren und aseptisch fir die Entnahme vorbereitet.

Operation. Die Haut des Empfangertiers wurde mit einem Skalpell tber dem linken
Femur er6ffnet und die Oberschenkelmuskulatur wurde stumpf voneinander getrennt, um den
Oberschenkelknochen freizulegen. Die Muskelanséatze wurden bis auf den Trochanter major
mit einem Skalpell abpréapariert, Muskelreste wurden mithilfe einer sterilen Kompresse
entfernt. Der Trochanter major wurde mitsamt der dort ansetzenden Sehnen in einem Stiick
mit einer Schere abgesetzt (s. Abb 7a). Eine leere Template-Kammer wurde auf den Knochen
gesetzt und fixiert (s. Abb. 7b). Mithilfe einer Universal-Akkumaschine mit Bohraufsatz
(Colibri, Synthes, Umkirch, Deutschland) wurden durch die Lécher in den Fligeln der
Template-Kammer die spateren Schraubenlécher mithilfe von 4 Kirschnerdrahten vorgebohrt
(1,2 mm Durchmesser, 8 mm Gewinde; Intercus, Bad Blankenburg, Deutschland; s. Abb. 7c).
Die Kammer wurde abgenommen (s. Abb. 7d), der Bohraufsatz durch einen oszillierenden
Ségeaufsatz (Sageblatt: 15 mm Lénge, 6,0 mm Breite, 0,4 mm Schnittdicke; Synthes,
Umkirch, Deutschland) ersetzt und der Defekt unter Einhaltung eines definierten Abstands

von den Pins (Pinzette als Abstandhalter) herausgeségt (s. Abb. 7e).

Gruppen E10d, E12Wo und F, bzw. bE10d, bE12Wo und bF: Am Spendertier wurde die
Haut Uber dem pravaskularisierten Konstrukt mit einer Schere ertffnet. Das umliegende
Bindegewebe wurde scharf vom Konstrukt abprapariert und die Kammer entnommen.
AnschlieBend wurde das Spendertier in tiefer Narkose euthanasiert (T61; Intervet,

UnterschleiBheim, Deutschland).
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Gruppe G bzw. bG: Eine leere, autoklavierte Kammer wurde anstelle des

pravaskularisierten Konstrukts verwendet.

Die Kammer wurde im Empféangertier tber die vorgebohrten Kirschnerdrahte in den
Defekt gesetzt und mithilfe einer groflen Klemme fixiert (s. Abb. 7f). Die Drahte wurden
nacheinander entfernt und durch Osteosynthese-Schrauben ersetzt (1,0 mm Durchmesser,
Schraube 1 = proximale Schraube: 9 mm Ldange; Schraube 2-4: 7 mm Léange; MOH
Modulares Osteosynthese-System zur Handchirurgie, KLS Martin, Tuttlingen, Deutschland;
s. Abb. 7g). AbschlieBend wurde proximal und distal je eine Drahtcerclage zwischen den
beiden Schrauben gesetzt, um die Kammerfliigel zusétzlich zu stabilisieren (s. Abb. 7h). Der
Waundverschluss erfolgte mit Polyglactin 910 (USP 4/0) in drei Schichten (Faszie, Subcutis,

Haut). AbschlieRend wurde ein Sprihverband aufgetragen.
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Abbildung 7: Operationsablauf bei Setzung des Critical-sized-Femurdefekts (CSFD). a-d:
Einbohren der Pins anhand einer Template-Kammer; e: Herausségen des Defekts; f-h: Einsetzen und

Fixieren des Konstrukts.

Postoperative Versorgung. Nach Abschluss der Operation erhielten die Tiere fur die
Aufwachphase weitere 6 pg Buprenorphin subkutan. Postoperativ wurde den Tieren bis zum
3. postoperativen Tag zweimal taglich 18 pg Buprenorphin und 10 mg Clindamycin sowie
einmal taglich 0,2 mg Meloxicam subkutan verabreicht. Am dritten postoperativen Tag
erfolgte die Umstellung auf orale Medikation tber das Trinkwasser (100 mg Enrofloxacin pro
Liter TW; Baytril 5%, Bayer, Leverkusen, Deutschland; 75 mg Tramadolhydrochlorid pro
Liter TW; Tramal Tropfen, Grunenthal, Aachen, Deutschland), die bis zum 8. postoperativen
Tag erfolgte. Am 8. postoperativen Tag wurde das Antibiotikum abgesetzt, vom 13.-17.

postoperativen Tag wurde die Tramadol-Dosis langsam reduziert und abgesetzt.

Ein Tier der Gruppe G wurde nach dem beschriebenen Analgesie- und Antibiotikaschema
behandelt. Die restlichen Leerdefekte wurden aus einer Studie der eigenen Arbeitsgruppe
(Balzer, 2013) Ubernommen; die Tiere wurden mit der dort beschriebenen perioperativen
Medikation versorgt.
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4.3.7 Perfusion, Explantation und weitere Verarbeitung

Vor der Perfusion erfolgte eine kurze Laufevaluation und manuelle Palpation des Defekts.
Die Perfusion erfolgte wie unter Punkt 4.2.3 beschrieben. Am Tag nach der Perfusion wurden
zwei Rontgenaufnahmen (Multix Compact K, Siemens Aktiengesellschaft, Mdinchen,
Deutschland; 45 kV, 2,8 mAs) des Femurdefekts (lateromedial, anteroposterior) angefertigt,
um den Sitz der Kammer zu tberprifen. AnschlieBend wurde der Oberschenkel freiprapariert,
im Kniegelenk und Huftgelenk exartikuliert und fotografiert. Anschliefend wurden Deckel
und Boden abgenommen, teilweise die &ufleren Kanten des Konstrukts mithilfe eines
Skalpells abgetrennt und in fliissigem Stickstoff fir die RNA Isolation tiefgefroren. Der
restliche Defekt wurde mit Kammer flr 24 Stunden in 4%ige Formaldehydlésung gelegt.
Nach 24 Stunden wurde die Kammer entfernt und Knochen/Konstrukt wie unter Punkt 4.2.5

beschrieben entkalkt.

Bei je zwei Konstrukten pro Gruppe wurde nach der Entkalkung wie unter Punkt 4.2.7
beschrieben ein Micro-CT angefertigt. Je ein Konstrukt pro Gruppe wurde nicht perfundiert,
sondern direkt nach Euthanasie des Tieres explantiert, komplett in Stickstoff tiefgefroren und
fur die RNA-Isolation verwendet (s. Abschnitt 4.2.6).

4.3.8 RNA-Isolation und quantitative PCR
Folgende Konstrukte wurden flr die quantitative PCR verwendet:

- Gruppe E10d, bE10d, E12Wo, bE12Wo, F, bF,: je ein ganzes Konstrukt;

- Gruppe E12Wo und bE12Wo: zusatzlich RNA aus den AufRenkanten von je 5
Konstrukten. In den Gruppen E10d, bE10d, F und bF konnte hingegen keine ausreichende

Menge an RNA aus den abgetrennten Kanten gewonnen werden.

RNA-Isolation, reverse Transkription und quantitative PCR erfolgten wie in der Vorstudie
beschrieben (Abschnitt 4.2.6). Die Expression derselben Marker wie in der Vorstudie wurde
bestimmt. Als Vergleich dienten unbestrahlte, native Knochen aus der Vorstudie

(unbestrahltes rechtes Femur).

4.3.9 Histologie
Nach Abschluss der Entkalkung und ggf. im Anschluss an die uCT Untersuchung wurden
die Konstrukte der Lange nach halbiert (sagittal) und mittels Alkoholreihe entwassert. Die

entwéasserten Knochenhélften wurden in Paraffin eingebettet und mittels Mikrotom
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geschnitten (3-5 um Schichtdicke). Anschliefend wurden sie in einer umgekehrten
Alkoholreihe (Xylol, 99% Ethanol, 96% Ethanol, 70% Ethanol) entparaffiniert und wie folgt
gefarbt:

Hamatoxylin-Eosin Fdrbung, oaSMA-Fdrbung (a-Smooth-Muscle-Actin), Lectin-Farbung

Siehe Abschnitt 4.2.8.

Masson-Goldner Farbung (Masson Trichrom Farbung)

Das Praparat wurde fur 6 Minuten in Eisenhdmatoxylin-Lésung nach Weigert (Merck,
Darmstadt, Deutschland) eingelegt. Nach kurzem Spilen mit destilliertem Wasser, kurzem
Eintauchen in 1% HCI-Alkohol und erneutem ausgiebigerem Spulen mit Leitungswasser (3-5
Minuten) erfolgte die Dreifachfarbung mit Azophloxin-Lésung (15 Minuten; Chroma-
Waldeck GmbH, Minster, Deutschland), Phosphormolybdansaure (Orange G; 3 Minuten
Merck) und Lichtgriin (4 Minuten; Merck); zwischen den einzelnen Férbeschritten wurden die
Préparate kurz in 1%ige Essigsaure getaucht. Abschliefend wurden die Schnitte durch eine
Alkoholreihe wieder entwéssert (96% Alkohol, 100% Alkohol, Xylol) und eingedeckt.

ED1 Farbung (CD68 Farbung)

Wie bei der Hifla-Farbung (s. Abschnitt 4.2.8) wurde auch fir diese
immunhistochemische Methode das Polymersystems POLAP-100 verwendet (Zytomed
Systems, Berlin, Deutschland). Die entparaffinierten Schnitte wurden zundchst Target
Retrieval Solution (Dako GmbH, Hamburg, Deutschland) fir 1 Minute bei 121°C gekocht.
AnschlieBend wurden die Schnitte fir 5 Minuten in Blockierungslésung (Blocking solution,
Zytomed Systems) eingelegt, um eine unspezifische Bindung des Priméarantikdrpers
verhindern. Die Schnitte wurden mit Priméar-Antikorper-L6sung Uberschichtet (monoklonaler
mouse anti rat CD68, Serotec; Verdinnung: 1:300) und tber Nacht bei +4°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Schnitte fir 30 Minuten in ein Verstdrkungsreagenz (Postblock
Solution, Zytomed Systems) eingelegt und anschlieRend das AP-Polymer
(Sekundarantikorper, gekoppelt an alkalische Phosphatase) fur 30 Minuten aufgetragen. Die
Visualisierung erfolgte mithilfe von Fast Red (Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland), die

Gegenfarbung mithilfe von Hamalaun (Merck).
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DAPI Féarbung und TUNEL Assay

Bei Konstrukten aus den Gruppen E10d, bE10d, E12Wo und bE12Wo wurde zur
Visualisierung des Zelluberlebens eine TUNEL Farbung durchgefiihrt (TdT-mediated dUTP-
biotin nick end labeling). Bei dieser Farbung werden freie 3°-OH-Gruppen in apoptotischen
Zellkerne mithilfe des Enzyms TdT (terminal desoxynucleotidyl transferase) visualisiert. Fur
den TUNEL Assay wurde das ,,FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit, Fluorescent
TdT Enyzme®“ (Calbiochem/Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die
Schnitte wurden nach dem Entparaffinieren mit Proteinase K (2 mg/ml in TRIS Puffer, pH 8)
uberschichtet und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Permeabilisierung). Nach
zweimaligem Waschen wurden die Schnitte mit TdT Equilibration-Puffer fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur bedeckt. Nach Abziehen des Equilibration-Puffers wurden die Schnitte mit
TdT-Reaktionsmix uberschichtet und fir 1,5 Stunden bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen erfolgte die Gegenfarbung der vitalen Zellkerne mit DAPI (s.
Abschnitt 4.2.8).

Auswertung Histologie

Das Fotografieren der Praparate erfolgte wie unter Punkt 4.2.8 beschrieben. Die
Auswertung erfolgte anschliefend mittels Image J Software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA; Version 1.47v) mit hierfur definierten Threshold-Werten:

- Gesamtkonstruktgrofle (Hamatoxylin-Eosin Farbung), 10x Vergrolierung;

- Knochenflache absolut und relativ zur Gesamtkonstruktgrofle (Hamatoxylin-Eosin

Farbung), 10x VergroRerung;

- Geféllanzahl absolut und relativ zur Gesamtkonstruktgrélie: Auszahlen der perfundierten

und somit schwarz erscheinenden Gefalle (Hamatoxylin-Eosin Farbung), 10x VergroRerung;

- Anzahl der Uberlebenden implantierten bmMSCs (Gruppen E10d, bE10d, E12Wo und
bE12Wo0): Auszéhlen der rot fluoreszierenden Zellen im Préparat im Overlay
(TUNEL/DAPI/Dil), 100x Vergrofierung.

Die immunhistochemischen Farbungen sowie die Masson-Goldner-Farbung wurden

ausschlieBlich qualitativ ausgewertet. Hierbei wurde die Gefalbildung (Lectin-Féarbung,
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aSMA-Farbung) sowie die Immunreaktion (ED1/CD68-Farbung) im Konstrukt und in den

Femurstimpfen beurteilt.

4.3.10 Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS (Version 21). Die Daten wurden mittels

Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung tberpruft.
Phase |

Der Vergleich zwischen bestrahlten und unbestrahlten Knochen der Vorstudie erfolgte fir
alle Parameter (Histologie, quantitative PCR, UCT) mittels T-Test. Der Vergleich der

histologischen Parameter der bestrahlten Knochen der vier Gruppen erfolgte mittels ANOVA.

Da in der Vorstudie fiir die quantitative PCR einer Gruppe (Gruppe B) die proximale
Epiphyse anstelle der distalen verwendet wurde, wurde hier von einem Vergleich der Gruppen
untereinander abgesehen, da ein unterschiedliches Expressionsmuster zwischen proximaler

und distaler Epiphyse nicht ausgeschlossen werden kann.
Phase Il

Der Vergleich der histologischen Parameter der unbestrahlten Konstrukte und der
entsprechenden bestrahlten Konstrukte (z.B. Gruppe E12Wo gegen Gruppe bE12Wo) erfolgte
mittels T-Test. Die unbestrahlten bzw. die bestrahlten Gruppen untereinander wurden mittels
ANOVA verglichen.

Die Expression der unterschiedlichen Marker in der quantitativen PCR der Gruppen
E12Wo und bE12Wo wurde mittels ANOVA mit jener der unbestrahlten Knochen aus der
Vorstudie (=Kontrolle) verglichen.
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5 Ergebnisse

5.1 Phase I: Evaluation Bestrahlungsprotokoll

5.1.1 Klinische Evaluation

Der Bestrahlungsvorgang wurde von allen Tieren gut vertragen. In den Wochen bis zur
Explantation nahmen sie im Durchschnitt 74,8 £ 2,5 g (Gruppe A), 110,7 + 16,2 g (Gruppe
B), 60,2 + 15,1 g (Gruppe C) und 103,2 £ 14,5 g zu (Gruppe D). In den Wochen nach der
Bestrahlung entwickelten einige Tiere eine leichte, selbstlimitierende Hautrétung, oft
verbunden mit einem leichten Schuppen der Haut; diese Reaktionen waren ausgeprégter in
den einmal bestrahlten Gruppen (A und B). Der Fellwuchs an der bestrahlten Korperstelle war
deutlich reduziert (s. Abb. 8), und die Haut erschien hier haufig pergamentartig. Analgetische
oder antibiotische Medikation war nach der Bestrahlung nicht nétig, das Allgemeinbefinden

war unverandert.

a)

7
.

Abbildung 8: Hautreaktionen bei Explantation; a) pergamentartige Haut und reduzierter

Fellwuchs im bestrahlten Bereich (Bild: Gruppe B); b) fleckige R6tung (Bild: Gruppe A).

Die mit der Bestrahlung verbundene Injektionsnarkose fuhrte jedoch in 5 Fallen zu einem
Atemstillstand und dem Tod des Tieres in Narkose; diese Tiere wurden fir die Studie ersetzt,

um wieder die GruppengroRe von 6 Tieren pro Gruppe zu erreichen.

5.1.2 Makroskopische Beurteilung
Es konnte bei der Explantation kein makroskopischer Unterschied zwischen bestrahlten
und unbestrahlten Femora sowie zwischen den unterschiedlichen Bestrahlungsprotokollen

festgestellt werden, die benotigte Zeit fir die vollstandige Entkalkung war ebenfalls gleich.
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5.1.3 Histologie

5.1.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Bereits auf den ersten Blick zeigte sich in samtlichen bestrahlten Préparaten eine deutliche
Vakuolisierung des Knochenmarks (s. Abb. 9). Die quantitative Auswertung (s. Abb. 10)
ergab eine hoch signifikante Zunahme der Gesamtvakuolenflache (P < 0,001) der bestrahlten
im Vergleich zu den unbestrahlten Femora. Bei Aufteilung in die einzelnen Gruppen ergab
sich eine statistische Signifikanz fir die 4-Wochen-Gruppen (Gruppe A und C: P <0,01) und
eine Tendenz zur statistischen Signifikanz fir die Gruppe D (P = 0,069). Weniger deutlich
war die Zunahme der Vakuolenanzahl, die zwar insgesamt statistisch signifikant war (P <
0,05), bei Aufteilung in die einzelnen Gruppen jedoch nur in der Gruppe B (P < 0,05), mit
einer Tendenz zur Signifikanz in Gruppe C (P = 0,068). Die aus diesen beiden Parametern
errechnete Durchschnittsgrolie der Vakuolen war ebenfalls bei bestrahlten Proben signifikant
groRer als bei unbestrahlten (P < 0,05); bei Aufteilung in die einzelnen Gruppen war dieser
Parameter in beiden 4-Wochen-Gruppen sowie in der Gruppe D signifikant (Gruppe A: P <
0,01; Gruppe C und Gruppe D: P < 0,05). Die bestrahlten Knochen der unterschiedlichen
Gruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Abbildung 9: Knochenpréparate der Phase | (Evaluation Bestrahlungsprotokoll). a) bestrahlter

Knochen, Gruppe A; b) unbestrahlter Knochen, Gruppe A. Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Ko =
Kortikalis; dazwischen Knochenmark. Deutliche Vakuolisierung des Knochenmarks im bestrahlten

Knochen.
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Abbildung 10: Quantitative Auswertung der Vakuolen im Knochenmark (Hamatoxylin-Eosin-

Farbung): Gesamtflache (a), Anzahl (b) und durchschnittliche GroRe (c). blaue Balken = bestrahlt;

grine Balken = unbestrahlt. * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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In der GefélRauswertung (Anzahl und durchschnittliche Grofle der Microfil®-
perfundierten Gefale) war kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen bestrahlten und
unbestrahlten Proben feststellbar. Der Grad an Perfusion war jedoch nicht konstant in den

einzelnen Gefal3en, sodass beide Parameter eine hohe Standardabweichung aufwiesen.

5.1.3.2 DAPI Farbung

Die Auszéhlung der DAPI positiven Zellen in der Kortikalis ergab eine signifikante
Abnahme der Zellzahl zwischen den bestrahlten und unbestrahlten Proben (P < 0,05). Bei
Aufteilung in die einzelnen Gruppen war dieser Effekt jedoch nicht signifikant. Die

bestrahlten Knochen der verschiedenen Gruppen unterschieden sich nicht voneinander.

W bestrahtt
6.000+ @ unbestrant  6.000 4

5.000] 5.000

4.000

3.000 -

2.000 -

Mittelwert DAPI positive Zellen Kortikalis

1.000

B c
Gruppe Gesamt

Abbildung 11: Auszahlung der DAPI positiven Zellen in der Kortikalis. Blaue Balken = bestrahilt;

griine Balken = unbestrahlt. * P <0,05.

5.1.3.3 Hifla Firbung

Die Auszdhlung der Hifla-positiven Zellen im Knochenmark ergab eine signifikante
Abnahme durch die Bestrahlung (P < 0,01). Bei Aufteilung in die einzelnen Gruppen war
dieser Effekt in Gruppe C (P < 0,05) signifikant. Die bestrahlten Knochen der verschiedenen

Gruppen unterschieden sich nicht voneinander.
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Abbildung 12: Auszdhlung der Hifla positiven Zellen im Knochenmark. Blaue Balken = bestrahlt;

griine Balken = unbestrahlt. * P <0,05; ** P <0,01.

5.1.3.4 CD31 Farbung
Die Auszéhlung der CD31-positiven Zellen im Knochemark ergab keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen bestrahlten und unbestrahlten Knochen.

5.1.4 Quantitative PCR

5.1.4.1 RNA Isolation aus Knochen

Es konnte in allen Fallen eine fur die quantitative PCR ausreichende Menge an RNA aus
den verwendeten Epiphysenstiicken gewonnen werden. In Gruppe A, C und D waren bei
jeweils 3-4 unbestrahlten und 3-4 bestrahlten Proben (Gruppe A: 3 bestrahlte, 4 unbestrahlte;
Gruppe C: 3 bestrahlte, 3 unbestrahlte; Gruppe D: 3 bestrahlte, 4 unbestrahlte) deutliche 18S
und 28S Banden in der Gel-Elektrophorese zu sehen. Im Gegensatz dazu waren viele Proben
der Gruppe B stark degradiert; aus diesem Grund wurde in dieser Gruppe aus der proximalen
Epiphyse RNA isoliert, was ebenfalls zu deutlichen Banden bei einer ausreichenden Anzahl
an Proben (4 bestrahlte, 3 unbestrahlte) flhrte. Flr die folgende reverse Transkription wurden
nur intakte Proben verwendet. Die Integritatsprifung mittels Gelelektrophorese ist in Abb. 13

exemplarisch fur eine Gruppe abgebildet.
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Abbildung 13: RNA Integritatsprifung, Gruppe D, 1%iges Agarose-Gel, 1XTAE-Puffer. Tasche 13
(rechts im Bild): 1 kb Standard; Taschen 1-6: unbestrahlte Proben Gruppe D, Taschen 7-12:

bestrahlte Proben Gruppe D (je 1 ug RNA in Xylencyanol).

5.1.4.2 RNA Isolation aus Zellen (osteogen differenzierte bmMSCs, endotheliale

Vorlauferzellen)
Es konnte in allen Fallen eine ausreichende Menge an RNA gewonnen werden, die bei der

Integritatsprifung am RNA Gel sehr deutliche Banden zeigte (s. Abb. 14).

Abbildung 14: RNA Integritatspriufung, osteogen differenzierte bmMSCs 1 Woche nach
Bestrahlung, 1%iges Agarose-Gel, 1XTAE Puffer; Tasche 1-3: bestrahlte Proben; Tasche 4-6:
unbestrahlte Proben; Tasche 8: 1kb Standard. Integritétsprifung der RNA aus endothelialen

Vorlauferzellen nicht abgebildet.
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5.1.4.3 Genexpression nach Bestrahlung: osteogen differenzierte bmMSCs
Durch die Bestrahlung zeigte sich keine signifikante Veranderung der Expression der
untersuchten Gene in vitro. Die Expression von TNFo war zu niedrig, um verlassliche

Ergebnisse zu liefern.

5.1.4.4 Genexpression nach Bestrahlung: endotheliale Vorlauferzellen

Durch die Bestrahlung war in endothelialen Vorlauferzellen die Expression von
Osteocalcin, ALP, Hifla und VEGF-A bezogen auf GAPDH sowie die Expression von
Osteocalcin und RUNX2 bezogen auf PPIA signifikant vermindert (s. Abb. 15). Die
verminderte Expression von RUNX2 bezogen auf GAPDH zeigte einen Trend zur Signifikanz
(P = 0,056). Auch hier war die Expression von TNFa zu niedrig, um verlédssliche Ergebnisse

zu liefern.

5.1.4.5 Genexpression nach Bestrahlung: Knochen

In Gruppe A zeigten die bestrahlten Knochen im Vergleich zu den unbestrahlten
Kontrollen eine verminderte Expression mehrerer untersuchter Gene (s. Abb. 16). Der
Vergleich mittels T-Test ergab bezogen auf GAPDH fur RUNX2 (P < 0,05), TGFBI (P <
0,05), TNFa (P < 0,05) und VEGF-A (P < 0,01) eine signifikant verminderte Expression in
den bestrahlten Proben. Bezogen auf PPIA war die Expression von Hifla (P < 0,05),
Osteocalcin (P < 0,05) und VEGF-A (P < 0,05) gegeniiber den unbestrahlten Kontrollen
signifikant vermindert, jene von Collagen I und TGF1 zeigte einen Trend zur Signifikanz (P
= 0,059/0,060).

In Gruppe B hingegen zeigten die bestrahlten Knochen einen Trend zur verstarkten
Produktion mehrerer Marker im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen (ALP, OC, OP
bezogen auf GAPDH; Hifla bezogen auf PPIA). Der statistische Vergleich der einzelnen
ACt-Werte war jedoch nicht signifikant (P = 0,071/0,076/0,073 und 0,079).

In Gruppe C zeigte sich keine Veranderung der Genexpressionen durch die dreimalige
Bestrahlung. In Gruppe D zeigte die Verminderung von Osteocalcin (bezogen auf PPIA) eine
Tendenz zur Signifikanz (P = 0,054).
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Abbildung 15: Genexpression in bestrahlten (links) und unbestrahlten (rechts) endothelialen
Vorlauferzellen in vitro. Osteocalcin (a), RUNX2 (b), ALP (c), VEGF-A (d), Hifla (e). Blaue Balken =
Expression relativ zu GAPDH; griine Balken = Expression relativ zu PPIA.

Osteopontin, Collagen I, TGFf1 und TNFo. nicht abgebildet.

*P <005 **P<0,01; ***P<0,00].
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Abbildung 16: Genexpressionen in bestrahlten (links) und unbestrahlten Knochen (rechts) der
Gruppe A (ACt-Werte). Osteocalcin (a), Osteopontin (b), RUNX2 (c), Collagen I (d), ALP (e), TNFa
(f), Hifla (g), VEGF-A (h), TGFA1 (i). Blaue Balken = Expression relativ zu GAPDH; griine Balken =

Expression relativ zu PPIA. * P <0,05; ** P <0,01.
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5.1.5 Mikrocomputertomographische Untersuchung (UCT)
Durch die Bestrahlung kam es zu einer Abnahme der kleinen Blutgefalie (bis ca. 40 um
Durchmesser). Statistisch signifikant war dieser Effekt in Gruppe A und D (s. Abb 17).
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Abbildung 17: Microcomputertomographische Auswertung der GefaRstrukturen. Blaue Kurve =
bestrahlte Knochen; rote Kurve = unbestrahlte Kontrollen. Auflésung 6,78 pm.

*P<0,05 **P<00l.
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5.2 Phase Il: Knochen-Tissue Engineering im CSFD Modell nach Bestrahlung

521 Zellkultur
Die isolierten Zellen zeigten von Anfang an gutes Wachstum und in zunehmendem Male
eine gleichméRige Morphologie (s. Abb 18).

Abbildung 18: Zellkultur der isolierten bmMSCs vor Implantation (Passage 5), 10x VergroRerung.

Die osteogene Differenzierung konnte nach 8 Tagen in  osteogenem
Differenzierungsmedium mittels ALP Farbung nachgewiesen werden (s. Abb. 19).

Abbildung 19: ALP Farbung nach 8 Tagen Differenzierungsmedium; roétlich gefarbte Zellen =

positiv; ungefarbte Zellen = negativ; 10x VergroRerung.

Basierend auf den Ergebnissen der Durchflusszytometrie (s. Abb. 20) lag in Passage 4
eine Reinkultur von mesenchymalen Stammzellen vor: 99,6% der Zellen exprimierten CD90,
99,8% der Zellen exprimierten CD29, 98,3% exprimierten CD73 und 88,4% exprimierten
CD54. Der Leukozytenmarker CD45 wurde hingegen nur von 3,68% exprimiert, der
Endothelzellmarker CD31 von 0,66%.
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Abbildung 20: Ergebnisse der Durchflusszytometrie der implantierten bmMSC (Passage 4). Rot =

ungefarbte Zellen; blau = geféarbte Zellen.

5.2.2 Aufbereitung der Zellen

Alle Zellen zeigten am Tag der Implantation eine gute Morphologie sowie eine
ausreichende Konfluenz. Das Abldsen von der Plastikflasche mittels Accutase und Ldsen der
Zellen voneinander mittels Collagenase flihrte zu einer guten Einzelzellsuspension mit guten
Uberlebensraten der Zellen in der Trypanblaufarbung. Die gesamte Zellaufbereitung
gestaltete sich problemlos, die Gesamtdauer zwischen Ablésen und Implantation betrug 2-3

Stunden.

5.2.3 Implantation der Konstrukte in Spendertiere

Es wurden insgesamt 60 Konstrukte zur Pravaskularisation in Spendertiere implantiert. In
der Prévaskularisationszeit nahmen die Tiere durchschnittlich 74,7 £ 11,3 g (Gruppe E10d),
65,6 + 17,4 g (Gruppe bE10d), 76,5 + 25,1 g (Gruppe E12Wo), 140,8 + 17,5 g (Gruppe
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bE12Wo), 72,8 £ 26,8 g (Gruppe F) und 115,9 + 17,1 g (Gruppe bF) zu. Bei Explantation

unterschieden sich die Gruppen nicht signifikant im Gewicht.

Die Operationen verliefen in allen Fallen ohne Probleme. Die Tiere zeigten bereits vom
ersten postoperativen Tag an ein gutes Allgemeinbefinden, die Medikation wurde sehr gut
vertragen. Zum Zeitpunkt der Transplantation in den CSFD war bei 6 Tieren ein Stlck der
Kammer durch die Haut hindurch sichtbar, kein Konstrukt zeigte jedoch Anzeichen einer

Infektion.

5.2.4 Bestrahlung

In der Zeit zwischen Bestrahlung und Setzung des CSFD nahmen die Tiere
durchschnittlich 45,5 £ 11,2 g (Gruppe bE10d), 30,8 £ 11,7 g (Gruppe bE12Wo0), 50,6 £ 6,5 ¢
(Gruppe bF) und 47,7 = 8,5 g zu (Gruppe bG). Es konnte im Vergleich zu unbestrahlten
Tieren keine Auswirkung der Bestrahlung auf das Gewicht der Tiere festgestellt werden. Der
Bestrahlungsvorgang und die damit verbundene Narkose wurden von allen Empfangertieren

gut vertragen.

5.2.5 Setzung des CSFD

Es wurden insgesamt 77 CSFD gesetzt. In der Zeit zwischen Setzen des CSFD und
Explantation kam es in den beiden 10-Tages-Gruppen zu einem Gewichtsverlust von 23,1 +
10,5 g (Gruppe E10d) bzw. 26,2 + 8,2 g (Gruppe bE10d). In den anderen Gruppen kam es zu
einer Gewichszunahme von 84,0 + 18,7 g (Gruppe E12Wo0), 48,8 £ 19,2 g (Gruppe bE12Wo0),
73,7 £ 23,2 g (Gruppe F), 55,8 + 9,4 g (Gruppe bF), 56,6 + 16,6 g (Gruppe G) und 61,7 + 12,0
g (Gruppe bG). Ein signifikanter Einfluss der praoperativen Bestrahlung konnte nicht

festgestellt werden.

Intraoperativ kam es in zwei Fallen zu einer Fraktur des Femurs durch das Einbohren der
Pins; diese beiden Tiere mussten euthanasiert werden. In beiden Fallen handelte es sich um
ein bestrahltes Empféangertier. Alle anderen Operationen wurden erfolgreich beendet. Die

postoperative Medikation wurde sehr gut vertragen.

Ungeféhr die Halfte der Tiere zeigte am Tag nach der Operation ein geringgradig
vermindertes Allgemeinbefinden, das sich jedoch schnell besserte. Ein Tier entwickelte am 2.
postoperativen Tag eine akute Atemnot und ein deutlich vermindertes Allgemeinverhalten
und musste euthanasiert werden. Ein weiteres Tier entwickelte eine &hnliche, jedoch

schwacher ausgepragte Symptomatik, die sich nach 2 Tagen besserte.
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Das Laufbild war meist bereits am Tag nach der Operation annéhernd normal. Die
Wundschwellung nahm innerhalb der ersten postoperativen Woche ab. In den Wochen bis zur
Explantation (12-Wochen-Gruppen) entwickelten die meisten Tiere eine unterschiedlich
starke Atrophie der Oberschenkelmuskulatur, unabhé&ngig davon, ob die Tiere bestrahlt waren
oder nicht. Stérungen der Wundheilung wurden nicht beobachtet.

5.2.6 Explantation, Rontgen

Insgesamt  (berlebten 74 der Empféangertiere (96,1%) bis zum geplanten
Explantationszeitpunkt. Am Tag der Explantation zeigten die meisten Tiere ein normales
Gangbild oder nur eine leichte Asymmetrie im Laufen. Bei einem Tier war die Infektion des
Konstrukts bereits makroskopisch sichtbar; dieses Konstrukt wurde aus der Studie
ausgeschlossen. Ein Tier belastete das operierte Bein nicht und wies eine hochgradige

Muskelatrophie auf.

Bei 20 unbestrahlten Tieren waren beide ROntgenbilder am Tag der Explantation
unauffallig (57%). Bei den anderen 15 Tieren wurden folgende Abweichungen vom
Normalbefund festgestellt: Lysezone um eine oder mehrere Schrauben oder Cerclagendréhte
(4), aufgetriebene Femurstumpfe (7), gebrochene Femurstimpfe (1), eine oder mehrere

gelockerte Schrauben (10).

Bei 19 bestrahlten Tieren waren beide Rontgenbilder am Tag der Explantation unaufféllig
(50%). Bei den anderen 19 Tieren wurden folgende Abweichungen vom Normalbefund
festgestellt: Achsknick (5 Tiere), Lysezone um eine oder mehrere Schrauben oder
Cerclagendréhte (Gross et al.), aufgetriebene Femurstumpfe (Gross et al.), gebrochene
Femurstimpfe (4), eine oder mehrere gelockerte Schrauben (13).

Die Infektionsrate betrug in den unbestrahlten Gruppen 11% (Gruppe E10d), 20%
(Gruppe E12Wo0), 30% (Gruppe F) sowie 14% (Gruppe G), und in den bestrahlten Gruppen
0% (Gruppe bE10d), 33% (Gruppe bE12Wo), 22% (Gruppe bF) sowie 0% (Gruppe bG).

Signifikant infizierte Konstrukte wurden aus der weiteren Auswertung ausgeschlossen.
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Abbildung 21: Rontgenbilder eines CSFD vor Explantation (Gruppe bE10d). a) kraniokaudaler

Strahlengang; b) lateromedialer Strahlengang. T = Tibia, B = Becken.

b)

10 mm ) 10 mm

Abbildung 22: CSFD-Praparat nach Microfil ®-Perfusion und Explantation (Gruppe E12Wo). a)
nach Exartikulation im Hift- und Kniegelenk; b) nach Abnahme der Titankammer. FK = Femurkopf,

K = Kondylen.

5.2.7 Histologie

Insgesamt wurden nach Ausschluss infizierter, gebrochener oder qualitativ schlechter
Konstrukte und nach Abzug des fiir die PCR verwendeten kompletten Konstrukts 51
Préparate fir die histologische Evaluation verwendet und flieRen in die nachfolgende
Auswertung mit ein (Gruppe E10d: 7 Konstrukte; Gruppe bE10d: 8 Konstrukte; Gruppe
E12Wo: 7 Konstrukte; Gruppe bE12Wo: 6 Konstrukte; Gruppe F: 6 Konstrukte; Gruppe bF: 6
Konstrukte; Gruppe G: 5 Konstrukte; Gruppe bG: 6 Konstrukte).
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Der Entkalkungsvorgang mittels EDTA und Ultraschall dauerte 19,6 + 1,0 Tage (Gruppe
E10d), 17,3 £ 3,9 Tage (Gruppe bE10d), 22,9 + 2,2 Tage (Gruppe E12Wo0), 19,5 + 2,5 Tage
(Gruppe bE12Wo), 19,3 + 0,5 Tage (Gruppe F), 17,0 £ 1,1 Tage (Gruppe bF) sowie 17,7 +
2,6 Tage (Gruppe bG). Die Konstrukte der Gruppe G wurden im Rahmen einer
Vorlauferstudie (Balzer, 2013) ohne Ultraschall entkalkt und wurden deshalb nicht in die
Berechnung statistischer Signifikanzen mit eingeschlossen. Die Entkalkungszeit war in der
Gruppe E12Wo signifikant langer als in den bestrahlten Gruppen bE10d, bF und bG (P <
0,01).

5.2.7.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

5.2.7.1.1 Qualitative Beurteilung
Auffallig war in allen bestrahlten Defekten der 12-Wochen-Gruppen (bE12Wo, bF, bG)
der mehr oder weniger ausgepragte Verlust der physiologischen Knochenmarkstruktur
(Hypozellularitat, Ersatz durch lockeres Bindegewebe) und das Einwachsen von
Bindegewebe aus dem Femurdefekt (s. Abb. 23). Dies betraf in allen Fallen den distalen und
in 4 Féllen zusatzlich den proximalen Femurstumpf. Derartige Umbauvorgidnge im
Knochenmark konnten in keinem der unbestrahlten 12-Wochen-Defekte festgestellt werden.
¥
Nilia
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Abbildung 23: Bestrahlter Defekt 12 Wochen nach CSFD Setzung (Gruppe bG), Hamatoxylin-
Eosin-Farbung. Links im Bild distaler Femurstumpf (d), rechts Defekt (CSFD). Einwachsen von
Bindegewebe aus dem Defekt ins Knochenmark, fehlendes Auswachsen des Stumpfes in Richtung

Defekt und Verlust der physiologischen Knochenmarkstruktur.
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In den unbestrahlten 10-Tages-Defekten (Gruppe E10d) kam es hingegen zu einer
Zunahme der Dichte des Knochenmarks mit Verdrangung der Fettvakuolen durch zellreiche
Grundsubstanz; dies war insbesondere am proximalen Stumpf ausgepragt. In den bestrahlten
10-Tages-Defekten (Gruppe bE10d) hingegen war diese Zunahme der Dichte deutlich
schwacher ausgepragt, und einige Stimpfe zeigten eine Hypozellularitdt im Knochenmark
und beginnenden bindegewebigen Umbau (deutlich eosinophileres Gewebe durch das Fehlen

basophiler Zellkerne).

5.2.7.1.2 Knochenbildung

In beiden 10-Tages-Gruppen (Gruppe E10d und bE10d) war eine deutliche
Knochenneubildung im Konstrukt sichtbar (s. Abb. 24); die relative Knochenflache betrug
hier 8,8 £ 4,5% (Gruppe E10d) bzw. 7,6 + 3,6% (Gruppe bE10d). Der Unterschied zwischen
den beiden Gruppen war nicht signifikant. Ein beginnendes Heranwachsen von
Knochengewebe an das Konstrukt ausgehend von den Knochenstiimpfen konnte in 2 von 7
unbestrahlten Defekten und in keinem der 8 bestrahlten Defekte beobachtet werden. Eine

kndcherne Uberbriickung zwischen Femurstumpf und Konstrukt fand nicht statt.

Abbildung 24: Defekte der Gruppen E10d (a) und bE10d (b). Hamatoxylin-Eosin-Farbung.

Jeweils links im Bild distaler Femurstumpf (d), rechts im Bild proximaler Femurstumpf (p). In beiden
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Gruppen gute Knochenbildung im Konstrukt (Pfeile), v.a. in der Peripherie. Keine Verbindung
zwischen Knochenstimpfen und Konstrukt.

In den Gruppen E12Wo und bE12Wo war ebenfalls eine deutliche Knochenbildung im
Konstrukt sichtbar; die relative Knochenflache betrug 14,2 + 6,8% (Gruppe E12Wo) bzw. 6,1
+ 2,2% (Gruppe bE12Wo0). Der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen war statistisch
signifikant (P < 0,05). In der unbestrahlten Gruppe E12Wo kam es in 6 von 7 Defekten zu
einem Heranwachsen des knochernen Gewebes an das Konstrukt (1x nur proximal, 5x
proximal und distal) und in 2 Fallen zu einer knochernen Uberbriickung zwischen
Femurstumpf und Konstrukt (beide distal; s. Abb. 25). In der bestrahlten Gruppe bE12Wo
hingegen kam es nur in 2 von 6 Defekten zu einem Heranwachsen des Knochens an das

Konstrukt und in keinem Fall zu einer knéchernen Uberbriickung.

Abbildung 25: Defekte der Gruppen E12Wo (a) und bE12Wo (b). Hamatoxylin-Eosin-Farbung.
Jeweils links im Bild distaler Femurstumpf (d), rechts im Bild proximaler Femurstumpf (p). In beiden
Gruppen gute Knochenbildung im Konstrukt. Im unbestrahlten Defekt feste Verbindung zwischen

Konstrukt und Femurstimpfen und Einwachsen des Knochens mit beginnender kndcherner
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Uberbriickung (Pfeil). Im bestrahlten Defekt nur bindegewebige Verbindung, kein Einwachsen der
Knochenstlimpfe.

In den nur mit Hartmatrix gefillten Defekten der Gruppen F und bF war keine
Knochenneubildung im Konstrukt vorhanden (s. Abb. 26). In der unbestrahlten Gruppe F war
in 3 von 6 Konstrukten ein Heranwachsen der Knochenstimpfe an das Konstrukt sichtbar, (2x
proximaler Stumpf, 1x proximaler und distaler Stumpf), in der bestrahlten Gruppe bF in 4 von
6 Féallen (3x proximal, 1x distal), jedoch in keinem Fall zu einem Einwachsen in den
Defektbereich. Die relative Knochenflache im Defekt betrug daher in beiden Gruppen 0%. Es
kam in keinem Fall zu einer knéchernen Uberbriickung zwischen Femurstimpfen und
Konstrukt.

Abbildung 26: Defekte der Gruppe F (a) und bF (b). Hdmatoxylin-Eosin-Farbung. Jeweils links
im Bild distaler Femurstumpf (d), rechts im Bild proximaler Femurstumpf (p). Keine Knochenbildung
im Konstrukt; Heranwachsen, jedoch kein Einwachsen von Knochen aus den Femurstimpfen (Gruppe

F). In Gruppe bF kaum Auswachsen der Knochenstiimpfe.
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In allen unbestrahlten Leerdefekten (Gruppe G) konnte ein Einwachsen von
Knochengewebe in den Defekt, ausgehend von beiden Femurstumpfen, beobachtet werden (s.
Abb. 27). Die neu gebildete Knochenflache betrug dabei 5,3 + 3,4% des Defekts. Im
Gegensatz dazu konnte nur in 2 von 6 bestrahlten Leerdefekten (Gruppe bG) ein Einwachsen
von Knochen in den Defekt beobachtet werden; die neu gebildete Knochenfléche betrug hier
nur 0,6 £ 1,0% des Defekts. Der Unterschied des neu gebildeten Knochengewebes zwischen
Gruppe G und Gruppe bG war statistisch signifikant (P < 0,05). In keiner der beiden Gruppen
kam es zu einer vollstandigen Uberbriickung des Femurdefekts.

Abbildung 27: Defekte der Gruppen G (a) und bG (b). Hamatoxylin-Eosin-Féarbung, 4x
VergroRerung. Jeweils links im Bild distaler Femurstumpf (d), rechts im Bild proximaler Femurstumpf
(p). Gruppe G: Einwachsen beider Femurstumpfe in den Defekt (Pfeile). Gruppe bG: kein
Auswachsen der Femurstiimpfe, Knochenmarkshéhle bleibt offen.

Der Vergleich der unbestrahlten Gruppen untereinander ergab eine signifikant grofiere
relative Knochenflache in der Gruppe E12Wo im Vergleich zur Gruppe G sowie eine
signifikant niedrigere relative Knochenflache in der Gruppe F im Vergleich zu den Gruppen
E10d und E12WO (alle P < 0,01). Der Vergleich der bestrahlten Gruppen untereinander ergab
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eine signifikant hohere relative Knochenflache in der Gruppe bE10d als in den Gruppen bG
und bF (beide P < 0,05).
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Abbildung 28: Relative Knochenflache in % des Gesamtkonstrukts.
* Unterschied zwischen bestrahlter (griine Balken) und unbestrahlter Gruppe (blau; P <0,05).
7 Unterschied zwischen unbestrahlten Gruppen (P < 0,01).

I Unterschied zwischen bestrahiten Gruppen (P < 0,05).

5.2.7.1.3 Vaskularisation

Die Auszahlung der mit Microfil® perfundierten GefaRe ergab in den 12-Wochen-
Gruppen 74,9 = 37,2 (Gruppe E12Wo0), 55,5 + 41,0 (Gruppe bE12Wo0), 48,7 = 28,8 (Gruppe
F), 62,4 + 12,7 (Gruppe bF), 50,8 + 37,1 (Gruppe G) und 46,5 + 25,4 Gefalle pro Konstrukt
(Gruppe bG). Der Unterschied zwischen den bestrahlten Gruppen und den jeweiligen
unbestrahlten Kontrollgruppen war nicht signifikant. In den 10-Tages-Gruppen ergab die
Auszéhlung 35,3 = 31,0 (Gruppe E10d) bzw. 7,3 = 6,0 Gefélle pro Konstrukt (Gruppe
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bE10d); dieser Unterschied war statistisch signifikant (P < 0,05). Die aus der GeféaRanzahl
und der GefaBRgesamtflache berechnete durchschnittliche Gefagrofie unterschied sich in
keinem Fall zwischen bestrahlten Konstrukten und den jeweiligen unbestrahlten

Kontrollkonstrukten.

Der Vergleich der unbestrahlten Gruppen untereinander ergab Kkeine statistisch
signifikanten Unterschiede in der GefaRanzahl oder durchschnittlichen Gefalgrolie. Bei den
bestrahlten Gruppen zeigte die Gruppe bE10d eine anndhernd signifikant niedrigere
Gefallanzahl als die Gruppe bF (P = 0,057).
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Mittelwert GefiRanzahl im Konstrukt
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0,00~

E10d, bE10d  E12Wo, bE12Wo F,bF G, bG
Gruppe

Abbildung 29: Gefallanzahl im Konstrukt. Griine Balken = bestrahlt; blaue Balken = unbestrahit.

*P<0,05.

5.2.7.2 Masson-Goldner-Farbung

Die bereits in der HE-Farbung sichtbare Einsprossung von Bindegewebe in das
Knochenmark bestrahlter Femora war auch in der Masson-Goldner-Farbung deutlich
erkennbar. Im distalen Femurstumpf waren dabei die Hypozellularitat und der bindegewebige

Umbau der Knochenmarkstruktur deutlicher ausgeprégt als im proximalen.
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Abbildung 30: Defekte der Gruppen E12Wo (a) und bE12Wo (b), Masson-Goldner-Farbung.

Jeweils links im Bild distaler Femurstumpf (d), rechts im Bild Femurdefekt (CSFD). Im unbestrahlten
Defekt Heranwachsen des Knochens an den Defekt, zellreiches Knochenmark (Pfeil). Im bestrahlten
Defekt kein Heranwachsen des Knochens, Hypozellularitat und Fibrosierung im Knochenmark (Pfeil).

In den unbestrahlten 10-Tages-Defekten (Gruppe E10d) erschien das Knochenmark rund
um das Konstrukt homogener als in normalem Knochen, mit einer Abnahme der Vakuolen
und einer Zunahme von Bindegewebe. In bestrahlten 10-Tages-Defekten war diese
Verdichtung des Knochenmarks wenig ausgeprégt, meist waren die Vakuolen noch
vorhanden. Das Knochenmark wies eine Hypozellularitat sowie eine beginnende Einlagerung

von Bindegewebsfasern auf.
5.2.7.3 Immunhistochemische Farbungen

5.2.7.3.1 ED1 (CD68) Farbung

Wahrend in den 10-Tages-Gruppen (E10d und bE10d) die ED1 positiven Zellen diffus
besonders im Ubergangsbereich zwischen Femurstumpf und Konstrukt angesiedelt waren,
war in den 12-Wochen-Gruppen (E12Wo, bE12Wo, F, bF) jeweils im Bereich rund um die
Hartmatrix-Granula eine diinne ED1 positive Zone sichtbar (s. Abb. 31), die vereinzelt
mehrkernige Zellen enthielt. Vereinzelt war eine derartige Zone auch um die Schraubenlécher
zu sehen. Insgesamt schien die Reaktion in den bestrahlten Konstrukten etwas weniger stark

ausgepragt zu sein als in den unbestrahlten.
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Abbildung 31: Konstrukt der Gruppe E12Wo, ED1 (CD68) Farbung. Diinne, ED1 positive Zone

rund um Granula (Pfeil).

5.2.7.3.2 Lectin-Farbung, a-Smooth Muscle Actin-Farbung

Gefallwande im Konstrukt und in den Femurstimpfen waren als sowohl Lectin-positive
als auch a-SMA-positive tubulére Strukturen zu erkennen (s. Abb. 32). Im Konstrukt waren
dabei in der Peripherie mehr dieser Strukturen vorhanden als im Zentrum. Rund um die
Hartmatrix-Granula befand sich in den 12-Wochen-Konstrukten eine leicht a-SMA- und
Lectin-positive Zone. Im Knochenmark waren in den bestrahlten 12-Wochen-Gruppen

weniger Lectin-positive Zellen vorhanden als in unbestrahlten.

Abbildung 32: Defekte der Gruppe F,; Lectin Fdarbung (a), a-Smooth muscle actin-Farbung (b).

Zirkulare, mit Microfil gefullte Strukturen, deren Wande sowohl Lectin- als auch a-SMA-positiv sind
(Pfeile).
In der Gruppe E10d waren sowohl die a-SMA- als auch die Lectin-positiven Zellen

ahnlich wie die ED1-positiven Zellen diffus im Granulationsgewebe verteilt. Das verdichtete

Knochenmark rund um den Femurdefekt wies einen hohen Anteil an Lectin-positiven Zellen
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auf. In der Gruppe bE10d waren weniger a-SMA- und Lectin-positive Zellen im insgesamt

deutlich schwécher ausgepréagten Granulationsgewebe vorhanden.

5.2.7.4 Fluoreszenzfarbung (DAPI/TUNEL/Dil)

In den 10-Tages-Gruppen wurden im Zentrum der Konstrukte durchschnittlich 628,4 +
305,5 (Gruppe E10d) bzw. 402,0 + 343,7 Dil-positive Zellen (Gruppe bE10d) gezéhlt; dieser
Unterschied war statistisch nicht signifikant. In der Peripherie der Konstrukte waren es
durchschnittlich 1974,4 + 1177,0 (Gruppe E10d) bzw. 778,3 £ 422,9 Zellen (Gruppe bE10d).
Dieser Unterschied war statistisch ebenso signifikant wie die aus beiden Werten resultierende
Gesamtzellzahl pro Konstrukt (P < 0,05). In der Gruppe E10d war die Anzahl Dil-positiver
Zellen in der Peripherie der Konstrukte signifikant hoher als im Zentrum (P < 0,05), in der

Gruppe bE10d zeigte sich eine Tendenz zur Signifikanz (P = 0,07).

Nach 12 Wochen wurden im Zentrum der Konstrukte durchschnittlich 817,3 + 503,9
(Gruppe E12Wo0) bzw. 436,8 + 432,2 (Gruppe bE12Wo0) sowie in der Peripherie 1809,4 +
1702,6 (Gruppe E12Wo) bzw. 1540,8 + 1264,6 (Gruppe bE12Wo) Dil-positive Zellen
ausgezahlt. Diese Unterschiede zwischen unbestrahlten und bestrahlten Konstrukten waren
nicht signifikant, ebenso wenig wie die resultierende Gesamtzellzahl. Die Anzahl Dil-
positiver Zellen war in keiner der beiden Gruppen in der Peripherie signifikant héher als im

Zentrum.
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Abbildung 33: Auszahlung der Dil-positiven Zellen im Konstrukt.

a) Fluoreszenz-Overlay, Gruppe E12Wo (100x VergréRerung); rot = Dil gefarbte bmMSCs; blau
= DAPI positive Zellen.

Diagramme: Dil-positive Zellen gesamt (b), peripher (c) und zentral (d) im Konstrukt. Griine

Balken = bestrahlt; blaue Balken = unbestrahlt. * P < 0,05.

5.2.8 Mikrocomputertomographische Auswertung

Die Rekonstruktion der Geféalstrukturen gestaltete sich aufgrund der starken Signalgebung
der Hartmatrix auch nach langem Entkalken duRerst schwierig. Aus diesem Grund wurde auf
eine quantitative Auswertung verzichtet. In der Rekonstruktion war nach 12 Wochen eine

deutlich starkere Vaskularisation in der Gruppe E12Wo als in der Gruppe F zu sehen.
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Abbildung 34: Micro-CT eines Konstrukts der Gruppe F. Gelb: Geféalle; schwarz: Matrix.
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Abbildung 35: Micro-CT eines Konstrukts der Gruppe E12Wo. Gelb: Gefalie; schwarz: Matrix.

5.2.9 Quantitative PCR

5.2.9.1 RNA Isolation

In den Gruppen E12Wo und bE12Wo konnte sowohl aus dem vollstandigen Konstrukt als
auch aus kleinen Stuckchen von der AuBenkante ausreichend viel RNA gewonnen werden.

Nach Auswertung der RNA Gelelektrophorese wurden 6 Konstrukte der Gruppe E12Wo und
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6 Konstrukte der Gruppe bE12Wo weiter verwendet, bei denen deutlich die beiden Banden
der 18S-rRNA und 28S-rRNA sichtbar waren.

Da in den Gruppen E10d, bE10d, F und bF aus Kantenstiickchen der Konstrukte keine
ausreichende Menge an RNA gewonnen werden konnte, wurde in diesen Gruppen nur jeweils

ein komplettes Konstrukt fur die Ermittung der Genexpression verwendet.

Als Kontrolle dienten die 14 unbestrahlten rechten Femora der Vorstudie (Gruppe A-D).

5.2.9.2 Genexpression

Die Expression von Osteocalcin und ALP war in unbestrahlten und bestrahlten
Femurdefekten (Gruppe E12Wo, bE12Wo) im Vergleich zu gesundem Knochengewebe
vermindert (Osteocalcin: P < 0,01 bezogen auf PPIA, P < 0,05 bezogen auf GAPDH; ALP: P
< 0,05 bezogen auf PPIA; P = 0,09 bezogen auf GAPDH). Bestrahlte Femurdefekte (Gruppe
bE12Wo) unterschieden sich jedoch nicht signifikant von unbestrahlten (Gruppe E12Wo).

Die Expression von Osteopontin war in bestrahlten Femurdefekten (Gruppe bE12Wo) im
Vergleich zu normalem Knochengewebe gesteigert (P < 0,001 bezogen auf GAPDH, P < 0,01
bezogen auf PPIA). Die Expression in unbestrahlten Defekten (Gruppe E12Wo) zeigte eine
Tendenz zur Signifikanz (P = 0,059 bezogen auf GAPDH).

Die Produktion von Hiflo war in bestrahlten Femurdefekten im Vergleich zu gesundem
Knochengewebe gesteigert (P < 0,001 bezogen auf PPIA, P = 0,06 bezogen auf GAPDH).
Ebenso war die Expression von TNFa in bestrahlten und unbestrahlten Femurdefekten
deutlich hoher als in Knochengewebe (Gruppe E12Wo: P < 0,01 bezogen auf GAPDH, P <
0,05 bezogen auf PPIA; Gruppe bE12Wo: P < 0,001 bezogen auf GAPDH und PPIA).
Unbestrahlte und bestrahlte Defekte unterschieden sich auch bei diesen beiden Markern nicht

signifikant voneinander.

Da fur die Gruppen E10d, bE10d, F und bF nur jeweils ein Konstrukt fur die RNA-
Isolation verwendet wurde, koénnen hierflr keine statistischen Signifikanzen errechnet
werden, und die Ergebnisse kénnen nur als Anhaltspunkt fur die Genexpression in diesen
Gruppen dienen. Als erhdhte oder verminderte Expression werden nachfolgend jene Werte
bezeichnet, bei denen die Abweichung vom jeweiligen Vergleichswert eine Zehnerpotenz

oder mehr betrégt.
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Die Expression der untersuchten Gene lag in den Gruppen F und bF im Bereich der
jeweiligen Expression in den Gruppen E12Wo bzw. bE12Wo. Die Expression von TNFa war
im bestrahlten Konstrukt der Gruppe bF etwas hoher als im unbestrahlten der Gruppe F. In
den 10-Tages-Defekten (Gruppe E10d und bE10d) waren Osteocalcin und ALP im Vergleich
zu gesundem Knochen niedrig exprimiert, Hifl o hingegen hoher exprimiert. Im Konstrukt der
Gruppe bE10d war dies deutlicher als im unbestrahlten Konstrukt (Gruppe E10d), zusatzlich

waren auch RUNX2 und Collagen I schwacher exprimiert als in normalem Knochen.
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6 Diskussion

6.1 Evaluation Bestrahlungsprotokoll (Phase I)

6.1.1 Strahlungsart

Die in dieser Studie verwendete Rontgenstrahlung von 120 keV fallt in den niedrigen
Orthovoltage-Bereich. Damit handelt es sich um relativ niedrigenergetische Strahlung und
liegt knapp unterhalb der Energie von Vergleichsstudien an der Hinterextremitat von Ratten
(Arnold et al., 1998; Lehner et al., 2004; Nyaruba et al., 1998). Spannung und Stromstérke
wurden dabei vom verwendeten Gerat limitiert. Die in der klinischen Strahlentherapie
verwendeten hochenergetischen Strahlenquellen wurden damit nicht erreicht. Dies hat den
Nachteil, dass ein groRBer Teil der Strahlungsenergie bereits in der Haut abgegeben wird (Hall
und Giaccia, 2006). Die verwendete Kupfer-Filterung der Strahlung fiihrt zu einer Aufhartung
und damit zu einer Reduktion der Strahlenbelastung der Haut (Janker und Rossmann, 1958).
Dennoch fihrt niedrigenergetische Strahlung innerhalb weniger Stunden durch Vasodilatation
zu einer Hautrétung sowie nach 2-3 Wochen zu einem schuppigen Erythem durch das
Absterben der Basalzellen der Epidermis. AuRerdem kommt es innerhalb von 3 Wochen zu
einem Verlust der Haare im bestrahlten Bereich (Hall und Giaccia, 2006). Diese Effekte
wurden in unterschiedlichem Ausmal auch an den Tieren in der vorliegenden Studie
beobachtet. Dabei konnte nur ein leichter Unterschied zwischen den unterschiedlichen
Bestrahlungsprotokollen festgestellt werden. Die Effekte an der Haut waren jedoch
selbstlimitierend und erforderten keine medikamentdse Versorgung. Zum Zeitpunkt der
CSFD-Setzung lagen bei keinem Tier offene, ulzerierte Stellen vor, die eine Operation in
diesem Feld verhindert hatten. Auflerdem kam es in keinem Fall zu postoperativen
Wundheilungsstorungen in den bestrahlten Tieren nach Setzen des CSFD. Dies weist darauf
hin, dass das evaluierte Modell gut geeignet ist, um nachfolgend chirurgische Eingriffe im

bestrahlten Bereich durchzufiihren.

Ein weiterer Nachteil der niedrigenergetischen Rontgenstrahlung ist die geringe
Eindringtiefe, die ihre Verwendung in der Human- und Veterindrmedizin auf oberflachlich
liegende Ziele beschrankt. In Wasser besitzt Rontgenstrahlung mit einer Energie von 100 keV
eine Halbwertsschichtdicke (HWS) von 4,4 cm; bei hdherenergetischer Strahlung von 1 MeV
betragt die HWS bereits 13 cm. Wasser und Weichteilgewebe weisen dabei in etwa das selbe

Absorptionsverhalten auf (Schnepper, 1968). Je nach Lokalisation befindet sich der
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Oberschenkelknochen der Ratte in einer Tiefe von wenigen Millimetern bis ca. 1,5 cm. Damit
war im vorliegenden Modell im Bereich des Knochengewebes eine fur biologische Effekte

ausreichende Energie zu erwarten.

6.1.2 Klinische Vertraglichkeit

Alle Protokolle wurden nach Abschluss der Bestrahlungen klinisch gleich gut vertragen.
Auch die héhere einmalige Strahlungsdosis in Gruppe A und B fuhrte abgesehen von lokalen
Hautreizungen zu keinen klinischen Symptomen. In den mehrfach bestrahlten Gruppen kam
es jedoch in den zweiten und dritten Bestrahlungssitzungen zu mehreren Atemstillstanden
kurz nach der Narkoseeinleitung. Ketamin fuhrt nach intramuskulérer Injektion zu einer
lokalen Entzindung, die bis hin zur Nekrose reichen kann (Albrecht et al., 2014a). Eine
erneute Injektion in diesem Bereich kann mdglicherweise zu einer verdnderten
Resorptionskinetik und dadurch zum Atemstillstand gefuhrt haben. Durch die relativ lange
und schwer steuerbare Aufwachphase nach der Ketamin/Xylazin-Narkose (Albrecht et al.,
2014b) sind aulRerdem  Auswirkungen auf den Allgemeinzustand der Tiere
(Temperaturhaushalt, Flissigkeitshaushalt) denkbar, die in der zweiten und dritten Narkose zu

Problemen gefiihrt haben.

6.1.3 Auswirkungen auf das Knochenmark

Das Knochenmark stellt eines der radiosensitivsten Organe des Korpers dar. Seine
TD50/5 Dosis, also jene Dosis, die innerhalb von 5 Jahren zu maximal 50% schweren
Komplikationen fuhrt, liegt bei nur 4,5 Gy (Hall und Giaccia, 2006). In der vorliegenden
Studie wurde allen Gruppen eine deutliche Vakuolisierung des Knochenmarks beobachtet.
Als Ursache kommen hierfiir ein Knochenmarksdédem sowie eine langerfristige fettige
Degeneration des Knochenmarks in Frage. In menschlichen Knochen kommt es innerhalb von
2 Wochen zu einem in der Magnetresonanztomographie feststellbaren Knochenmarksédem
und innerhalb der ersten 3-6 Wochen zu einer zunehmenden fettigen Degeneration des
Knochenmarks (Stevens et al., 1990). In Mdausefemora ist nach 4 Wochen eine deutliche
Adipogenese sichtbar (Cao et al., 2011). In der vorliegenden Studie war die Vakuolisierung
nach 4 Wochen ausgeprégter als nach 8 Wochen, ausgedriickt als deutliche Zunahme der
Vakuolengesamtflache. Dies konnte auf eine Uberschneidung dieser beiden pathologischen
Vorgange zuriickzufithren sein, mit einer Abnahme des Odems nach 8 Wochen. Die fettige
Degeneration ist prinzipiell ein reversibler Vorgang; eine Regeneration ist jedoch

beispielsweise bei humanen pédiatrischen Patienten erst nach 11-30 Monaten zu erwarten
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(Cavenagh et al., 1995). Die automatisierte Bestimmung der Anzahl und daraus resultierend
die Berechnung der durchschnittlichen GroRe gestaltete sich bei Uberlappung der Vakuolen
teilweise als schwierig, weshalb die Gesamtvakuolenflache ein besseres Mall fiir die

Auspragung des Knochenmarksédems und der fettigen Degeneration darstellt.

Aufgrund der hohen Dichte war eine Auszéhlung der Zellen im Knochenmark mittels
DAPI Férbung nicht moglich. Stattdessen wurden zwei einzelne Zellpopulationen (CD31
positive und Hiflo positive Zellen) ausgezdhlt. CD31, auch als PECAM-1
(platelet/endothelial cell adhesion molecule 1) bezeichnet, wird in Mé&usen von 34% aller
Knochenmarkszellen exprimiert. Dabei findet man diesen Oberflachenmarker sowohl auf
hédmatopoetischen als auch auf endothelialen Vorlauferzellen (Kim et al., 2010). Somit stellt
diese Farbung einen guten Anhaltspunkt fir die Auswirkungen der Bestrahlung auf die
hamatopoetischen und endothelialen Vorlauferzellen im Knochenmark dar. Die absolute
Anzahl der CD31 positiven Zellen war in bestrahlten Knochen in allen Gruppen niedriger als
in unbestrahlten, dieser Effekt war jedoch nicht signifikant. Ein Grund fir die mangelnde
Signifikanz koénnten die in allen Gruppen auftretende hohe Standardabweichung sein. Eine
Optimierung der Farbung und Auswertung konnte hier in zukunftigen Experimenten

verlasslichere Ergebnisse liefern.

Die Anzahl der Hifla positiven Zellen im Knochenmark war signifikant niedriger in
bestrahlten Knochen als in unbestrahlten Kontrollen. Dies erscheint tiberraschend, da durch
die Bestrahlung und die daraus resultierende Schadigung der Gefal3strukturen ein hypoxisches
Milieu und somit eine erhohte Expression von Hifla zu erwarten wére. In der Literatur finden
sich jedoch Hinweise, dass einige Tage nach der Bestrahlung der Sauerstoffgehalt im
Knochenmark steigt (Spencer et al., 2014). Als mogliche Ursache fiihren Spencer et al. die
durch die Bestrahlung entstehende Hypozellularitdit und den daraus reduzierten
Sauerstoffverbrauch, den tberraschend hohen Blutfluss in den zufiihrenden GefalRen und die
geringere Teilungsrate der Zellen im Knochenmark an. In gesundem Knochenmark wird
Hifla hingegen in einigen Bereichen konstitutiv exprimiert, was das physiologischerweise
hypoxische Milieu zeigt. Eine Mobilisierung von Stammzellen und die damit verbundene
erhdhte Teilungsrate hingegen erhoht diese Hypoxie und damit verbunden auch die
Expression von Hifla (Levesque et al., 2007). In den einzelnen Gruppen erreichte die
Verringerung der Hifla positiven Zellen in Gruppe C Signifikanz, was auf den anfianglich
erhohten pOz zurtickzufuhren sein kdnnte. Da in Gruppe D keine Signifikanz mehr vorhanden

war, ist davon auszugehen, dass sich 8 Wochen nach der Bestrahlung die Sauerstoffzufuhr
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wieder normalisiert hatte. Da in Gruppe C die Entnahme der Femora 4 Wochen nach der
ersten Bestrahlung und somit 3 Wochen nach der letzten Bestrahlung entnommen wurden,
kann spekuliert werden, dass die initiale Erhdhung des pO2 hier noch vorhanden war,
wohingegen sich in Gruppe A, in der die Femora 4 Wochen nach der (einzigen) Bestrahlung
entnommen wurden, der Sauerstoffpartialdruck moglicherweise bereits wieder normalisiert
hatte.

6.1.4 Auswirkungen auf die Kortikalis

Knochenzellen stellen eine relativ strahlenresistente Zellpopulation dar. lonisierende
Bestrahlung inhibiert in diesen Zellen in vitro das Wachstum und steigert ihre
Empfindlichkeit fir apoptogene Signale (Levesque et al., 2007). Die Expression des
Suppressorgens p53 ist zwar in Folge einer Bestrahlung erhoht, es wird jedoch keine direkte
Apoptose induziert (Midgley et al., 1995). In vivo kann ein herabgesetzter Metabolismus
festgestellt werden, ausgedriickt durch eine verminderte RNA-Synthese in bestrahltem
Knochengewebe (Sugimoto et al., 1993). Die Auswirkung ionisierender Strahlung auf die
absolute Anzahl an Knochenzellen in vivo scheint noch unklar zu sein: Wahrend sie in
mehreren in vivo Studien nicht vermindert war (Rabelo et al., 2010; Sugimoto et al., 1993),
stellten andere eine mehrere Wochen anhaltende Hypozellularitat in Kortikalis und Spongiosa
nach Bestrahlung fest (Cao et al., 2011; Maeda et al., 1988; Takahashi et al., 1994). Auch in
dieser Studie war der Effekt der Bestrahlung auf die Zellzahl in der Kortikalis nachweisbar
und spricht fir eine nachhaltige Schadigung der Knochenstruktur. Bei Aufteilung in die
einzelnen Gruppen war die Abnahme nicht signifikant, zeigte jedoch eine Tendenz zur
Signifikanz in Gruppe A (P = 0,081). Dies konnte als Hinweis darauf gewertet werden, dass
die Zellpopulation in der Kortikalis durch die einmalige Bestrahlung starker geschadigt wurde
als durch das fraktionierte Protokoll. Die mangelnde Signifikanz nach 8 Wochen (Gruppe B)
konnte flr eine teilweise Regeneration der Zellpopulation sprechen.

6.1.5 Auswirkungen auf die Gefalistrukturen

In der vorliegenden Studie war in der histologischen Auswertung kein signifikanter
Unterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Knochen festzustellen. Der Grad an
Perfusion war jedoch nicht konstant in den einzelnen Gefélien, sodass beide Parameter eine
hohe Standardabweichung aufwiesen. Insbesondere kleine Geféalistrukturen wurden von der

Auswert-Software haufig nicht erkannt oder mit Zellkernen verwechselt. Da die Auswertung
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der Schédigung der Kapillaren jedoch einen zentralen Punkt dieser Studie darstellte, wurde

das Hauptaugenmerk der GefaRauswertung auf die uCT-Untersuchung gelegt.

Die dreidimensionale Darstellung des Gefalnetzwerks mittels
Mikrocomputertomographie (UCT) stellt eine sehr gute Ergénzung der histologischen
Auswertung dar und wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen in dieser oder &hnlicher
Form verwendet (Arkudas et al., 2010; Jing et al., 2012). Durch diese Methode konnte nicht
nur eine definierte Schnittebene, wie in der Histologie, sondern die gesamte bestrahlte
Diaphyse quantitativ ausgewertet werden. Wichtig fur die Auswertung der Gefal3strukturen
mittels UCT ist ein konstanter Perfusionsgrad der Gefdlle mit einem rontgendichten
Kontrastmittel. Aufgrund der manuellen Injektion im Rahmen dieser Studie Uber eine Spritze
und ein Schlauchsystem war eine genaue Messung des Infusionsdrucks nicht méglich, und
kleinere Abweichungen zwischen den einzelnen Tieren sind nicht auszuschlieRen. Da jedoch
beide Hinterbeine eines jeden Tieres verwendet und miteinander verglichen wurden, ist eine
Auswirkung von eventuellen Schwankungen des Perfusionsdrucks auf die Gegenuberstellung

von bestrahlten und unbestrahlten Femora nicht zu erwarten.

Im pCT zeigte sich in Gruppe A sowie in Gruppe D eine signifikante Abnahme der
kleinen Gefale (bis ca. 40 um) in den bestrahlten Femurknochen im Vergleich zu den
unbestrahlten Kontrollen. In Gruppe B war der Effekt zwar sichtbar, jedoch nicht statistisch
signifikant. Die sichtbare Schadigung der Mikrovaskulatur entspricht den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen (Cao et al., 2011; Farberg et al., 2012), die 4 Wochen nach Bestrahlung
ebenfalls eine Abnahme der kleinen Gefélie feststellten. Bereits innerhalb der ersten Stunden
nach einer Bestrahlung kommt es in den Kapillaren zur Adhésion und Extravasation von
Leukozyten sowie zu einer Abnahme des Blutflusses (Jacobsson et al., 1987). Mit der Zeit
folgen eine fortschreitenden Obliteration der kleinen GeféRe sowie eine Abnahme der
GeféaRdichte (Marx und Johnson, 1987; Xie et al., 1998). In ausgeprégten Fallen kommt es
dadurch zur Osteoradionekrose (Xie et al., 1998). Die Schadigung der Blutzufuhr fihrt zu
einer Reduktion der Osteogenese im Rahmen der Knochenheilung (Farberg et al., 2012) und

stellt somit einen zentralen Punkt in der Rekonstruktion von Defekten dar.

6.1.6 Untersuchung der Genexpressionen

Die Untersuchung der Genexpressionen im Knochen nach Bestrahlung und in
Knochendefekten stellt einen wichtigen Grundpfeiler bei der Suche nach neuen
Therapiezielen dar. Verdnderte Expressionen konnen beispielsweise durch gezieltes
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Einbringen von Genen (Gentherapie) oder Einbringen von siRNAs (small interfering RNAS)
reguliert werden (Baksh et al., 2004; Lewis et al., 2002; Zhu et al., 2004) und so die
Knochenbildung aktiv moduliert werden. AuRerdem kdnnen sie einen guten Anhaltspunkt fur

die Effektivitat applizierter Therapiemdoglichkeiten sein.

In der Literatur finden sich zahlreiche Studien zur Auswirkung von ionisierender
Strahlung auf osteogene Zelllinien. So wird beispielsweise durch Bestrahlung die osteogene
Differenzierung von C2C12-Zellen vermindert, ausgedriickt als eine geringere Expression
von ALP und Collagen | (Sakurai et al., 2007). Im Gegensatz dazu wird in der Osteoblasten-
Zelllinie MC3T3 ALP starker exprimiert, was eine terminale Differenzierung suggeriert,
Collagen I hingegen in geringerem Ausmaf (Dudziak et al., 2000). Uber die Auswirkungen
auf die Produktion von TGFP1 finden sich in der Literatur widerspriichliche Angaben
(Dudziak et al., 2000; Gal et al., 2000). Die VEGF-Synthese pro Zelle nimmt in Folge der
Bestrahlung nach ungeféahr einer Woche zu (Dudziak et al., 2000). In osteogen differenzierten
MSCs ist eine erhdhte Ablagerung von Calciumkristallen, verbunden mit einer erhohten
Expression von ALP und Osteopontin beschrieben, bei unverdnderter Expression von
Osteocalcin und Collagen | (Cruet-Hennequart et al., 2015). In der vorliegenden Studie war in
vitro keiner dieser Marker signifikant gegenuber den unbestrahlten Kontrollen veréndert. Ein
Grund dafiir kénnte die im Vergleich zu anderen Studien relativ niedrig gewéhlte Dosis sein,
die in der Studie von Cruet-Hennequart et al. beispielsweise 10 Gy statt der in dieser Studie
verwendeten 5 Gy betrug (Cruet-Hennequart et al., 2015). Mesenchymale Stammzellen aus
dem Knochenmark stellen auf3erdem eine relativ strahlenresistente Zellpopulation innerhalb
des Knochenmarks dar (Chen et al., 2006), und der hohe Differenzierungsgrad sowie die
damit verbundene geringe Teilungsrate im Rahmen dieser Studie durften diese
Strahlenresistenz noch weiter verstarkt haben. Auch wurde in der vorliegenden Studie nur an
einem Zeitpunkt die Genexpression bestimmt. Eine Verlaufsuntersuchung mit mehreren
Zeitpunkten und unterschiedlichen Strahlendosen koénnte interessante Einblicke in die

Regulation der verschiedenen Marker nach der Bestrahlung bringen.

Im Gegensatz zu den osteogen differenzierten MSCs war eine Woche nach Bestrahlung
der endothelialen Vorlauferzellen eine signifikante Verminderung der Expression von
Osteocalcin, ALP, RUNX2 sowie VEGF-A feststellbar. Dies zeigt, dass diese Zellpopulation
radiosensitiver war als osteogen differenzierte MSC, vermutlich aufgrund der hoheren
Teilungsrate durch den geringeren Differenzierungsgrads. Die verminderte Produktion von
VEGF durch EPCs nach Bestrahlung wurde von Lee et al. beschrieben (Lee et al., 2012) und
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wird auf die Aktivierung des Tumorsuppressors P53 zurtickgefuhrt. Die geringe Expression
der osteogenen Marker Osteocalcin, ALP und RUNX2 wurde bisher, soweit der Autorin
bekannt, noch nicht in der Literatur beschrieben. CD34-positive Zellen stellen eine
Untergruppe der hdmatopoetischen und endothelialen Vorlauferzellen im Knochenmark dar;
in EPC-Kulturen weisen sie in vitro eine hohe Expression endothelialer Marker sowie in vivo
vielversprechende Eigenschaften in der Neovaskularisation ischdmischer Bezirke auf (Yang et
al.,, 2011). Ein Teil dieser CD34 positiven Zellen konnen jedoch zu Osteoblasten
differenzieren (Chen et al., 1997). Auch zirkulierende EPCs im peripheren Blut exprimieren
zum Teil osteogene Marker wie Osteocalcin (Gossl et al., 2008). Die verminderte Expression
der osteogenen Marker konnte somit auf eine Untergruppe der EPC-Population mit
Osteoblasten-ahnlichen  Eigenschaften  zurtickzufihren sein. Da durch  dasselbe
Bestrahlungsprotokoll in osteogen differenzierten MSCs keine Verdnderungen der
Genexpression erzielt wurden, scheint es sich hierbei um eine relativ strahlenempfindliche

Zellpopulation zu handeln.

In der Vorstudie zeigte sich in vivo 4 Wochen nach einmaliger Bestrahlung (Gruppe A)
eine verminderte Expression samtlicher untersuchter Gene. Signifikant war dieser
Unterschiedbei den ostegenen Markern Osteocalcin und RUNX2, dem Fibrosemarker TGFB1,
dem Entziindungsmarker TNFa, dem Angiogenesemarker VEGF-A und dem Hypoxiemarker
Hiflo sowie einen Trend zur verminderten Expression von Collagen I. Nach 8 Wochen
hingegen zeigten sdmtliche Gene eine erhohte Expression in bestrahlten Knochen; die
osteogenen Marker ALP, Osteocalcin und Osteopontin einen Trend zur Signifikanz, ebenso
der Hypoxiemarker Hifla. Eine generell mogliche Ursache fiir einen derartigen Effekt konnte
eine Regulation der Expression der Housekeeping-Gene durch die ionisierende Bestrahlung
sein. GAPDH als Enzym der Glykolyse und PPIA als Enzym fiir die Proteinfaltung in der
Zelle zeigen jedoch in vitro ein relativ konstantes Expressionsmuster nach Bestrahlung
unterschiedlicher Zelltypen und wurden deshalb fir diese Studie gewahlt (Banda et al., 2008;
Ponnaiya et al., 2013; Sharungbam et al., 2012). Eine Regulation der Referenzgene scheint
daher unwahrscheinlich. Auch die Ergebnisse der in vitro Bestrahlungsversuche osteogen
differenzierten MSCs lassen nicht auf eine Regulation der Housekeeping-Gene schlief3en.

Ein weiterer moglicher Interpretationsansatz ist ein verminderter Metabolismus des
Knochengewebes in Folge der Bestrahlung nach 4 Wochen mit darauf folgender Reparation.
In bestrahlten Zellen kommt es infolge der DNA Schéadigung zu einem Mitose-Stopp in der

G1- oder in der G2-Phase des Zellzyklus, zur DNA-Reparatur oder zur Apoptose (Teyssier et
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al., 1999). Wahrend dieser Zeit kommt es zu einer Hemmung der Transkription (Luchnik et
al., 1988). Es ist denkbar, dass in dieser Phase vorwiegend die fiir den Erhalt der Zellfunktion
notigen Proteine synthetisiert wurden, wie beispielsweise GAPDH und PPIA, wéhrend
andere, nicht unmittelbar fir das Zelluberleben notwendige Molekile vermindert waren.
Insgesamt schien die Regulation der Transkription in den einmal bestrahlten Gruppen
deutlicher ausgeprégt zu sein als in den fraktioniert bestrahlten Knochen, was aufgrund der
schwacheren Schadigung von gesundem Gewebe bei Fraktionierung den Erwartungen
entsprach (Hall und Giaccia, 2006).

6.1.7 Zusammenfassende Beurteilung

Protokoll A zeigte eine deutlichen Zunahme der Gesamtvakuolenflache und
durchschnittlichen VakuolengrofRe im Knochenmark, eine signifikant verminderten Anzahl an
kleinkalibrigen Gefédlien in der uCT-Untersuchung und einen deutlichen Einflusses auf die
Genexpression in den Epiphysen. Die Abnahme der Gesamtzellzahl in der Kortikalis war
deutlich sichtbar, wenngleich nicht statistisch signifikant. Damit fuhrte dieses Protokoll
insgesamt zur deutlichsten Schadigung des Knochens und wurde fir den weiteren Verlauf der

Studie verwendet.
6.2 Knochen-Tissue Engineering im CSFD Modell nach Bestrahlung (Phase I1)

6.2.1 Beurteilung des Tiermodells

Die Ratte ist eines der am haufigsten verwendeten Tiere in der Forschung. In Studien zur
Knochenheilung stellen sie mit 38% sogar die am hé&ufigsten eingesetzte Tierart dar
(O'Loughlin et al., 2008). Die in dieser Studie verwendete Inzucht-Linie LEW/Crl (Lewis-
Charles River) wurde in den frihen 50er Jahren aus Wistar-Ratten geziichtet. Die Tiere
besitzen den MHC-Haplotypen RT1(l) und werden haufig fir Transplantations-Experimente
eingesetzt (www.criver.com). Rattenmodelle sind aufgrund der ausreichenden GroRe fir
chirurgische Eingriffe am Knochen, der geringen Kosten im Vergleich zu Grof3tiermodellen
sowie der Verfugbarkeit von immundefizienten Stdmmen, die auch den Einsatz von
xenogenem Material erlauben, gut fiir Studien im Knochen Tissue Engineering geeignet. Ein
Nachteil dieses Tiermodells liegt jedoch in der im Vergleich zu gréBeren Tieren und
Menschen abweichende Knochenheilung. Auch fur Studien zu den biomechanischen
Eigenschaften von Implantaten sind Rattenmodelle nur bedingt geeignet (O'Loughlin et al.,
2008). Haufig ist daher die Uberpriifung der Ergebnisse aus Kleintiermodellen in gréReren

Tierarten ndétig, um eine verlassliche Translation in die klinische Praxis zu ermdglichen.
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Insbesondere in Hinblick auf die biomechanische Belastung der Implantate und die
Vaskularisation grofierer Konstrukte sind im Groftiermodell héhere Anspriiche gestellt als in
Rattenmodellen. Die vorliegenden Ergebnisse stellen somit einen ersten Schritt zur in vivo
Evaluation der beschriebenen bioartifiziellen Knochenkonstrukte in bestrahlten Knochen dar,

die in weiterer Folge in Grotiermodellen Gberprift werden.

Zur kritischen GroRe eines Knochendefekts in der Ratte werden in der Literatur
unterschiedlichste Angaben gemacht. Im Bereich des Rattenfemurs werden Defekte von 4
mm bis 1 cm beschrieben (Jager et al., 2005; Vdgelin et al., 2005). Die fur die Heilung eines
Knochendefekts bendtigte Zeit ist abh&dngig vom Alter des Patienten, Tierart, Rasse,
involviertem Knochen, Art der Fraktur, Vorliegen einer Infektion, Reduktion und
Ruhigstellung, verabreichten Medikamenten, systemischen Faktoren wie Anamien und dem
mit der Fraktur einhergehendem Weichteiltrauma (Johnson, 2013; Lopez, 2012; Newton und
Nunamaker, 1985). Das im Rahmen dieser Studie verwendete Defektmodell wurde in
modifizierter Form aus einer Studie der eigenen Arbeitsgruppe tbernommen. Bereits in dieser
Studie konnte ein deutlichen Auswachsen der Knochenstimpfe in Leerdefekte, jedoch keine
vollstandige Uberbriickung wahrend der 12-wéchigen Heilungszeit gezeigt werden, was die
kritische GroRe belegt (Balzer, 2013). Die Leerdefekte der Gruppe G wurden bis auf ein
zusétzlich operiertes Tier aus dieser Studie Ubernommen, um die bendétigte Anzahl an Tieren

so gering wie mdglich zu halten.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden am Modell von Balzer lediglich kleinere
Anderungen der perioperativ verabreichten Medikamente vorgenommen. Einerseits wurde
den Spendertieren einmalig praoperativ sowie den Empfangertieren praoperativ und drei Tage
postoperativ Meloxicam zur Ergédnzung der Opioid-Analgesie verabreicht. Andererseits wurde
bei Empféangertieren praoperativ sowie wéhrend der ersten 3 postoperativen Tage aufgrund
der starkeren analgetischen Wirkung Buprenorphin anstelle von Tramadol verwendet
(McKeon et al., 2011). Die dritte Modifikation des urspriinglichen Behandlungsprotokolls
bestand in der postoperativen Verabreichung von Enrofloxacin nach Absetzen von
Clindamycin. Eine Beeinflussung der Osteogenese und Angiogenese durch nichtsteroidale
Entzindungshemmer ist in der Literatur beschrieben (Jones et al., 1999; Vuolteenaho et al.,
2008) und kann auch fir Meloxicam in dieser Studie nicht ausgeschlossen werden. Ebenso
wurden bei perioperativer Verwendung von Opioiden eine Hemmung der Kallusbildung und
des Remodelings sowie eine schadigende Wirkung auf Endothelzellen beschrieben (Chrastil

et al., 2013; Hsiao et al., 2009). Die nur kurzzeitige Verwendung von Meloxicam und
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Buprenorphin sollte jedoch in beiden Féllen keinen signifikanten Einfluss auf die

Knochenbildung zur Folge haben.

Aufgrund der guten Knochengéngigkeit wurde in dieser Studie Enrofloxacin Uber das
Trinkwasser verabreicht. Uber den Einfluss von Fluorchinolonen auf die Knochenbildung
finden sich in der Literatur unklare Angaben. Eine Inhibition der Knochenheilung in Ratten
durch verwandte Antibiotika dieser Gruppe ist beschrieben und wird auf eine Schéadigung der
Chondrozyten und eine daraus resultierende Hemmung der enchondralen Ossifikation
wéhrend der Knochenheilung zuriickgefiihrt (Huddleston et al., 2000; Tuncay et al., 2005).
Das Ausmal’ der Hemmung unterscheidet sich jedoch zwischen den einzelnen Substanzen; fir

Enrofloxacin stehen keine der Autorin bekannten Studien zur Verfugung.

6.2.2 Klinische Evaluation

Die Implantation der Konstrukte in die Spendertiere gestaltete sich unkompliziert und
stellte fur die Tiere einen kleinen Eingriff dar, was sich an der guten Gewichtszunahme
postoperativ zeigte. Eine geringgradige entziindliche Reaktion in Form einer leichten
Wundschwellung und Rétung in den Tagen unmittelbar nach Implantation kann als normale
Reaktion im Rahmen eines chirurgischen Eingriffs gesehen werden. Hinweise auf eine

Abstollungsreaktion auf die implantierte Kammer traten nicht auf.

Die Defektsetzung stellte fur die Empfangertiere einen deutlich gréReren Eingriff dar, was
sich in der anfanglichen Gewichtsabnahme der Tiere duBerte. Das geringgradig verminderte
Allgemeinbefinden in den ersten zwei bis drei Tagen dirfte hierfir verantwortlich sein. Die
Verabreichung von Buprenorphin schien wéhrend dieser Zeit einen leicht sedierenden Effekt
zu haben. Alle Tiere belasteten sofort nach Erwachen aus der Narkose das operierte Bein und

erholten sich rasch vom chirurgischen Eingriff.

Die verwendete Titankammer, die mittels MOH Schrauben und Cerclagen am Knochen
fixiert wurde, flhrte in der palpatorischen Untersuchung zu einer guten Stabilitat des Femur-
Kammer-Konstrukts tber die gesamten 12 Wochen. In der Rodntgenuntersuchung konnten
jedoch bei Explantation bei 28% der unbestrahlten und 34% der bestrahlten Tiere eine
Lockerung einer oder mehrerer Schrauben festgestellt werden, wobei nur ein Kkleiner Teil
dieser Konstrukte Anzeichen einer Infektion aufzeigten. In den nicht infizierten Knochen
durfte die Lockerung der Schrauben auf die zyklische Belastung der Implantate im Rahmen

der Bewegung zurtickzufuhren sein. Obgleich die Tiere klinisch in den wenigsten Féllen eine
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merkliche Instabilitdt oder Lahmheit zeigten, unterstreicht die Anzahl der gelockerten
Implantate die Notwendigkeit einer stabilen kndchernen und somit tragfahigen Uberbriickung
des Defekts.

6.2.3 Knochenbildung

6.2.3.1 Osteokonduktion

Osteokonduktivitat bezeichnet die Féhigkeit eines Stoffes, das Einwachsen wvon
Knochengewebe aus der Umgebung zu fordern. Beim Einsetzen eines osteokonduktiven
Scaffolds in knochernes Gewebe wandern hierbei Zellen in diesen ein und induzieren eine
Knochenneubildung und eine Integration des Scaffolds in den umliegenden Knochen (Cornell
und Lane, 1998). Die Osteokonduktivitat von Hydroxyapatit wird in der Literatur als sehr gut
beschrieben, wobei jene von biologischem Hydroxyapatit etwas besser zu sein scheint als von
synthetisch hergestelltem (Carvalho et al., 2007; Rojbani et al.,, 2011). Durch Silikat-
Substitution wie im Falle der in dieser Studie verwendeten Hartmatrix kann das Einwachsen
von Knochen und das Ablagern von mineralisierter Substanz zusétzlich gefordert werden
(Hing et al., 2006). Trotz der allgemein beschriebenen guten osteokonduktiven Eigenschaften
von Hydroxyapatit konnte in der vorliegenden Studie kein derartiges Einwachsen von
Knochen nachgewiesen werden. Eine mogliche Erklarung dafir ware in diesem Modell die
ektopische Implantation des Konstrukts vor dem Einsetzen in das Femur. Das wéhrend dieser
Zeit rund um die Granula gebildete Bindegewebe konnte beim Einsetzen in den CSFD den
Kontakt zwischen Knochengewebe und Scaffold vermindert haben. Zwar wurden die
Kontaktstellen vor Implatation in den Defekt durch Abschaben des Bindegewebes angefrischt,
dennoch ist denkbar, dass die dadurch freiliegende Hydroxyapatit-Oberflache nicht
ausreichend Angriffsflache flr eine ausreichende Osteokonduktion bot. Fir die Verwendung
in klinischen Féllen scheint daher die direkte orthotopische Implantation vorteilhaft.
Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie - die mangelnde kndcherne Verbindung
zwischen Konstrukt und Femur sowie die fehlende Verkndcherung zwischen den Granula -
scheint eine Verwendung in gewichtstragenden Lokalisationen ohne zusétzliche
Stabilisierung nur eingeschréankt empfehlenswert, da eine ausreichende Festigkeit durch die

Hartmatrix und den neu gebildeten Knochen erst sehr spat zu erwarten ist.

6.2.3.2 Osteoinduktion
Uber die osteoinduktiven Eigenschaften von Hydroxyapatit-Keramiken finden sich in der

Literatur widerspruchliche Angaben. Wahrend in vitro die osteogene Differenzierung von
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Zellen stimuliert wird (Lee et al., 2011; Lin et al., 2009), konnten einige Arbeitsgruppen in
vivo Kkeinerlei Osteoinduktion feststellen (Habibovic et al., 2008). Andere wiederum
beschreiben einen osteoinduktiven Effekt, der von der Herstellung und der daraus
resultierenden Mikrostruktur der Keramik abhéngig ist (Yamasaki und Sakai, 1992; Yuan et
al., 1999). Durch die Substitution mit Silikat konnte das osteoinduktive Potential in einer
Studie deutlich gesteigert werden; dabei wird das neue Knochengewebe vornehmlich in den
Poren der Hartmatrix gebildet (Coathup et al., 2011). In der vorliegenden Studie konnte durch
die Hartmatrix alleine ohne die Beigabe von Wachstumsfaktoren oder osteogenen Zellen
jedoch keine Knochenbildung im Inneren des Konstrukts stimuliert werden.

Durch die Kombination aus silikatsubstituiertem Hydroxyapatit, BMP-2 und osteogen
differenzierten MSCs konnte in der vorliegenden Studie eine sehr gute Osteoinduktion erzielt
werden, was nicht nur in der histologischen Auswertung der relativen Knochenflache, sondern
auch in der Entkalkungszeit ersichtlich war, die in Gruppe E12Wo signifikant verléangert war.
Dies entspricht den Ergebnissen &hnlicher Vorstudien der eigenen Arbeitsgruppe zur
Kombination aus BMP-2, MSCs und einer biphasischen Calciumphosphat-Keramik (Balzer,
2013; Buehrer et al., 2015). BMP-2 und MSCs zeigen dabei einen synergistischen Effekt und
sind somit den einzeln zugesetzten Komponenten (berlegen, was auf die durch BMP-2
vorangetriebene osteogene Differenzierung der implantierten MSCs zurlckzufiihren sein
durfte (Dorman et al., 2012).

Mesenchymale Stammzellen sind aufgrund ihres Wachstumsvermaogens, ihrer einfachen
Kulturbedingungen und ihres osteogenen Differenzierungsvermdgens zu verschiedenen
Zelllinien im Knochen Tissue Engineering weit verbreitet. Aufgrund der vielen Quellen, aus
denen MSCs gewonnen werden konnen, und der daraus resultierenden Heterogenitat
empfiehlt die ISCT (International Society for Cellular Therapy) fir humane Zellen minimale
Kriterien, um sie als mesenchymale Stammzellen zu identifizieren (Dominici et al., 2006).
Die Adhérenz an Plastik sowie die Expression definierter Oberflachenmarker wurden in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesen. Die fir die Durchflusszytometrie beschriebenen
Oberflachenmarker unterscheiden sich jedoch von Spezies zu Spezies und wurden in dieser
Studie leicht abgeé&ndert. Neben den von der ISCT empfohlenen Markern CD90 und CD73
(positiv) und CD45 (Leukozytenmarker, negativ) wurden CD29 und CD54 als
Positivkontrollen sowie CD31 als Negativkontrolle (Endothelzellmarker) verwendet.

Samtliche Marker wurden in mehreren Literaturstellen hinreichend beschrieben (Harting et
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al., 2008; Miyahara et al., 2006; Zhang und Chan, 2010) und kénnen daher als beweisend fir

das Vorliegen einer MSC-Kultur angesehen werden.

Die osteogene Differenzierungsfahigkeit wurde im Rahmen dieser Studie mittels ALP-
Féarbung nach 8 Tagen im osteogenen Differenzierungsmedium untersucht. ALP stellt einen
friihen Marker der Knochenbildung dar, der innerhalb der ersten 1-2 Wochen nach Beginn der
in-vitro-Differenzierung hochreguliert wird (Hayashi et al., 2008). Ein weiterer Hinweis auf
die voranschreitende Differenzierung war das Verklumpen der Zellen beim Abldsen mittels
Accutase fir die in vivo Implantation; hierbei lag eine Einzelzellsuspension erst nach
Verwendung von Collagenase 1l vor, was auf die Produktion von Collagen durch die Zellen
schlieRen lasst. Collagen | stellt einen sehr friilhen osteogenen Marker dar, der innerhalb der
ersten Tage verstarkt exprimiert wird (Franceschi, 1999). Spéatere Phasen der osteogenen
Differenzierung wurden im Rahmen dieser Studie nicht nachgewiesen. Die Kombination der
Zellen mit BMP-2 bei Implantation der Konstrukte lie jedoch ein weiteres VVoranschreiten

dieses Prozesses erwarten.

BMP-2 stellt einen der am besten erforschten osteogenen Wachstumsfaktoren im
Knochen-Tissue-Engineering dar. Seine osteoinduktiven Eigenschaften in vitro und in vivo
wurden bereits in unterschiedlichen Spezies nachgewiesen (Buehrer et al., 2015; Kobayashi et
al., 1999; Kibler et al., 1998; Yamaguchi et al., 1991). Das rekombinante Protein besitzt
aufgrund geringer Unterschiede zwischen unterschiedlichen Spezies kaum immunogene
Eigenschaften und kann daher prinzipiell in jeder Tierart angewandt werden (Hwang et al.,
2009). Die klinische Anwendung wird jedoch insbesondere bei gréReren Konstrukten durch
den Preis des kommerziell verfiigbaren Produkts limitiert. Des Weiteren wird das Protein
auch trotz Verwendung einer Release-Matrix relativ schnell freigesetzt und entfaltet daher nur
eine kurze osteoinduktive Wirkung. In der vorliegenden Studie wurde basierend auf eigenen
Vorarbeiten Fibrin als Carrier verwendet; durch die Bindung von BMP-2 an eine Heparin-
bindende Doméne im Fibrin kommt es zwar zu einer verlangsamten Freisetzung des
Wachstumsfaktors; innerhalb der ersten 7 Tage werden jedoch knapp 70% des Proteins eluiert
(Martino et al., 2013). Eine konstante Expression des Wachstumsfaktors durch Transfektion
implantierter Zellen (MSCs) konnte die Knochenbildung insbesondere in den
Langzeitgruppen weiter anregen, was auch zu einer hoheren Produktion der in dieser Studie
gering exprimierten Osteoblastenmarker Osteocalcin (Lian und Gundberg, 1988) und ALP
(Volpin et al., 1986) fiihren sollte.
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6.2.3.3 Abbau und Remodeling

Die Integration eines Scaffolds in den heilenden Knochen mit nachfolgendem Remodeling
und Umbau zu physiologischem Knochengewebe (Osseointegration) stellt einen der
grundlegenden Schritte in der Heilung von Knochendefekten dar. Idealerweise sollte dabei die
Abbaugeschwindigkeit des Scaffolds der Knochenneubildung entsprechen (Gerhardt und
Boccaccini, 2010). Durch Unterschiede in der Herstellung, Porositdt und chemischen
Zusammensetzung kann Hydroxyapatit jedoch stark variierende biologische Eigenschaften
aufweisen. So bildet beispielsweise die gesinterte Form (Sintern = Erhitzen auf hohe
Temperaturen unterhalb der Schmelztemperatur) eine nur sehr schlecht resorbierbare Struktur
(Schmitz et al., 1999). Auch die im Rahmen dieser Studie verwendete Hartmatrix zahlt zu den
keramischen und somit gesinterten Hydroxyapatit-Verbindungen. Durch die Substitution mit
Silikatgruppen erhoht sich die Hydrophilitat der Matrix, mit daraus resultierender erhéhter
Proteinadsorption (Rashid et al., 2008); in vivo zeigt es dadurch ein schnelleres Remodeling
als reines Hydroxyapatit (Patel et al., 2002; Porter et al., 2004). Der Abbau der Keramik
erfolgt dabei durch Phagozytose und Resorption durch Osteoklasten (Wenisch et al., 2003).

Bei Verwendung von silikatsubstituiertem Hydroxyapatit war in einer Studie von Hing et
al. (2007) 12 Wochen nach Implantation in Kaninchenknochen noch ein grofer Teil der
urspringlichen Hartmatrix nachweisbar. Auch in der vorliegenden Studie war ein Abbau der
Granula in den 12-Wochen-Gruppen makroskopisch noch nicht ersichtlich. Diese waren bei
Explantation hart und bendétigten dementsprechend lange fir die Entkalkung. Auch
mikroskopisch war die implantierte Matrix noch deutlich sichtbar. In der ED1 (CD68)
Féarbung waren vereinzelt mehrkernige Zellen in der Umgebung der Matrix-Granula zu sehen.
Osteoklasten weisen als Vertreter des mononukledr-phagozytaren Systems eine deutliche
Expression dieses Markers auf (Sminia und Dijkstra, 1986). Die erhohte Expression von
Osteopontin in Konstrukten im Vergleich zu normalem Knochen kann als Hinweis auf den
Abbau der Hartmatrix gewertet werden, da dieses Protein von Makrophagen als Opsonin
wéhrend der Resorption von Hydroxyapatit sezerniert wird (Pedraza et al., 2008). Die
beobachteten ED1-positiven mehrkernigen Zellen konnen somit als Anzeichen der
fortschreitenden Degradation des Scaffolds interpretiert werden. Im Vergleich zur
Knochenregeneration, die innerhalb einiger Wochen zur Produktion von Geflechtknochen
fihren kann (Sfeir et al., 2005), verlief der Abbau jedoch sehr langsam und kénnte die

vollstandige Wiederherstellung der Knochenstruktur im Zuge des Remodelings behindern.
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6.2.3.4 Auswirkung der Bestrahlung auf die Knochenbildung

Infolge einer Bestrahlung kommt es im Knochen zu einer deutlich verminderten Heilung
von knochernen Defekten (Arnold et al., 1998; Lehner et al., 2004; Lerouxel et al., 2009). Da
in der Vorstudie zur Etablierung des Bestrahlungsprotokolls keine Knochenlésion gesetzt
wurde, konnten hier nur Parameter fir die Beurteilung herangezogen werden, die eine
verminderte Reparation vermuten lieBen. Im zweiten Teil der Studie konnte dieser Effekt in
Form des fehlenden Auswachsens der Femurstumpfe in Richtung Defekt jedoch deutlich
nachgewiesen werden. Zusétzlich zur verminderten Knochenbildung kam es in der offen
bleibenden Markhohle zu einem Einwachsen von Bindegewebe aus dem umliegenden
Gewebe und eine daraus resultierende Verdrangung des physiologischen Knochenmarks. Eine
herabgesetzte Knochenheilung kann durch préoperative Bestrahlungen zwischen 1 und 180
Tagen vor Defektsetzung erzielt werden (Arnold et al., 1998). Die ionisierende Strahlung
fiihrt hierbei zu einem latenten Schaden durch die herabgesetzte Proliferationskapazitat von
Vorlauferzellen. Dies tritt ab einer Dosis von 13 Gray auf, da hierbei die Population der
Vorléauferzellen auf unter 0,1% reduziert wird (Arnold et al., 1998). Aullerdem kommt es
durch die Bestrahlung zu einer verminderten Produktion osteogener Wachstumsfaktoren, wie
BMP-2 und BMP-4, die die Knochenbildung durch die verbleibenden Zellen zusatzlich
hemmen (Schultze-Mosgau et al., 2005). Durch einen chirurgisch gesetzten Knochendefekt
werden diese Zellen zur Proliferation angeregt, die jedoch insuffizient bleibt, wodurch der
Strahlenschaden sichtbar wird (Arnold et al., 1998).

Nach Transplantation in den CSFD schritt die Ossifikation der Konstrukte in gesundem
Gewebe voran, was sich in einer Zunahme der relativen Knochenflache zwischen Gruppe
E10d und E12Wo bemerkbar machte. In den bestrahlten Defekten hingegen kam es zu keiner
Zunahme, sondern sogar zu einer leichten Abnahme der Knochenflaiche im CSFD. Ein
direkter inhibitorischer Effekt von ionisierender Strahlung auf die Aktivitat von Osteoblasten
ist bekannt (Dare et al., 1997) und durfte in dieser Studie auf die im Femur vorhandenen
Zellen zutreffen. Li et al. (2015) beschreiben jedoch auch eine indirekte Hemmung der
Osteoblastenaktivitat in vitro durch konditioniertes Medium von bestrahlten, was im
vorliegenden Modell die fehlende Aktivitdt der mit dem Konstrukt transplantierten,
unbestrahlten Knochenvorlauferzellen verursacht haben konnte. Die leichte Abnahme der
Knochenfldche zwischen Gruppe bE10d und bE12Wo weist nicht nur auf eine Hemmung der

Osteoblasten, sondern auch auf eine Aktivierung der Osteoklastenaktivitat hin. Der Einfluss
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von ionisierender Strahlung auf die Funktion von Osteoklasten ist noch nicht vollstandig
geklart. In vitro kommt es zwar zu einer vermehrten Aktivitdt von Osteoklasten-
Vorlauferzellen, jedoch nicht von differenzierten Osteoklasten (Yang et al., 2012). In vivo
fuhrt die Bestrahlung zu einer erhohten Osteoklasten-Anzahl und einer vermehrten
Produktion von TRAP-5b, einem spezifischen Osteoklastenmarker, im Knochen, weshalb
Willey et al. eine Beteiligung dieser Zellen an der Pathogenese der strahlungsinduzierten
Osteopenie postulieren (Willey et al., 2008). In dieser Studie konnten aktivierte Osteoklasten
fir eine Resorption von Teilen des bereits im Spender gebildeten Knochengewebes
verantwortlich sein, obgleich die Abnahme der Knochenfléche nur sehr gering war.

6.2.4 Vaskularisation und Zelltberleben

Die Vaskularisation eines kinstlich hergestellten Gewebsersatzes stellt einen zentralen
Faktor im Tissue Engineering dar. Die Diffusion von Sauerstoff und Né&hrstoffen ist in vivo
nur uber eine Distanz von maximal 200 — 300 um mdglich (Horch et al., 2012). Ein
ischamisches Milieu flihrt bereits nach sechs Tagen zu einer Abnahme der ATP-Produktion,
zu einem verminderten Zelluberleben osteogener Zellen und zu einer Aktivierung von
Osteoklasten (Arnett et al., 2003; Deschepper et al., 2011; Utting et al., 2006). In gesundem
Rattengewebe ist ein durchschnittliches Gefallwachstum von 180 um pro Tag zu erwarten
(Yamaura und Matsuzawa, 1980). Dies bedeutet bei einer Kammerhohe von 10,5 mm, dass

eine vollstandige Vaskularisation des Konstrukts nach frilhestens 29 Tagen zu erwarten ist.

In der vorliegenden Studie war eine mangelhafte Gefalversorgung in den Konstrukten der
10-Tages-Gruppen ersichtlich. Ausgehend vom beschriebenen GefélBwachstum von ca. 180
pm pro Tag war hier in unbestrahlten Konstrukten eine Vaskularisation eines Randsaums von
knapp 2 mm zu erwarten. Dementsprechend war das Zelliiberleben hier in der ausreichend mit
Nahrstoffen versorgten Peripherie hoher als im hypoxischen Zentrum. Eine Folge der rein
extrinsischen Vaskularisation der Konstrukte nach Implantation in die Spendertiere dirfte
auch die verminderte Knochenbildung im Zentrum der 10-Tages-Konstrukte sein. In einer
Studie von Buhrer et al. konnte gezeigt werden, dass osteogen differenzierte MSCs rund um
groRere Gefalle auch ohne weitere Wachstumsfaktoren Knochen bilden kénnen (Buehrer et
al., 2015). Durch die von aulen einsprossende Geféallversorgung war die Versorgung der
osteogenen Zellen im Zentrum anfangs nicht gewahrleistet, wodurch die knochenbildende
Aktivitdt dieser Zellen gehemmt worden sein dirfte. In einer Studie der eigenen
Arbeitsgruppe konnte dieser Effekt durch die Implantation einer zentralen GeféaRschleife

(intrinsische Vaskularisation) aufgehoben und dadurch eine gute Knochenbildung im
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gesamten Konstrukt erzielt werden (Balzer, 2013). Da 83% der von aufien einsprossenden
GeféaRe (extrinsische Vaskularisation) innerhalb von 2 Wochen Anschluss an das zentrale
GeféR finden (Arkudas et al., 2012), kann eine derart vaskularisiertes Konstrukt beim Transfer
in einen Knochendefekt aulRerdem durch Anastomosierung mit einem naheliegenden gréfieren
Geféal eine gute Nahrstoffversorgung des gesamten Transplantats gewahrleisten. In diesem
Fall ware das Zelluberleben im Konstrukt nach Transplantation nicht auf eine erneute

extrinsische Vaskularisation angewiesen.

Die dreidimensionale Darstellung des Gefalinetzwerks im uCT zeigte in der vorliegenden
Studie eine vermehrte Vaskularisation in Gruppe E12Wo im Vergleich zu Gruppe F. Dies
konnte jedoch nur qualitativ bewertet werden; im Gegensatz zur Vorstudie, in der durch
ausreichend lange Entkalkung der Knochen ein guter Kontrast und eine hohe Auflésung
erzielt werden konnte, waren in den Konstrukten der Hauptstudie auch nach langer
Entkalkung noch kalkhaltige Reste der Hartmatrix vorhanden, die im pCT die Darstellung des
Geféalnetzwerks erschwerten und eine quantitative Auswertung verhinderten. Ein ahnlicher,
wenngleich nicht signifikanter Trend zur verstarkten Vaskularisation der zellhaltigen
Konstrukte konnte in der histologischen GefalRauswertung festgestellt werden. Eine
Produktion von VEGF, MCP-1 und anderen angiogenen Zytokinen durch MSCs und eine
daraus resultierende Stimulation endothelialer VVorlduferzellen ist in der Literatur beschrieben
(Boomsma und Geenen, 2012; Chen et al., 2008; Kagiwada et al., 2008). Auch fir primare
Osteoblasten sowie osteogen differenzierte adMSCs ist eine proangiogene Wirkung bekannt
(Buschmann et al., 2014) und konnte in dieser Studie fir die verbesserte Vaskularisation der
zellhaltigen Konstrukte verantwortlich sein. Eine Optimierung der GefaRauswertung ist

jedoch in zukinftigen Studien nétig, um diesen Mechanismus genauer erforschen zu kénnen.

Deutlich sichtbar war der Einfluss der Bestrahlung auf die Vaskularisation, die zu einer
niedrigeren Gefdlanzahl sowie daraus resultierend einem niedrigeren Zelliberleben in
Gruppe bE10d, verglichen mit Gruppe E10d, fihrte. Nach 12 Wochen unterschied sich die in
der Histologie festgestellte GefaRanzahl zwischen bestrahlten und unbestrahlten Konstrukten
nicht mehr, was darauf schlieen lasst, dass die Vaskularisation auch in bestrahltem Gewebe
deutlich vorangeschritten war. Die weiterhin bestehende Hypoxie, impliziert durch eine
signifikant erhdhte Expression von Hifla in Gruppe bE12Wo, deutet jedoch auf einen
weiterhin insuffiziente Gefalversorgung hin. Eine Erklarung hierfir kénnte eine Abnahme
der kleinkalibrigen GefaRe sein, die im histologischen Préparat aufgrund ihrer GroRe nicht

von der Software erkannt wurden und im pCT aufgrund der Matrixreste nicht darstellbar
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waren. Kleinere GeféalRe weisen eine hohere Radiosensitivitat auf als groRkalibrige (Rubin und
Griem, 1998; Xie et al.,, 1998) und wurden dementsprechend bereits im Rahmen der
Bestrahlung geschadigt. Auflerdem hemmt ionisierende Strahlung die Proliferationskapazitat
endothelialer Zellen sowie das Sprouting von Kapillaren aus groReren Gefalien (Dicker et al.,
2001). Die Kombination dieser beiden Effekte dirfte in dieser Studie zu einer mangelhaften
Versorgung der bestrahlten Konstrukte gefuhrt haben, was in weiterer Folge fiir das Sistieren

der Knochenbildung verantwortlich sein durfte.

Neben der intrinsischen Vaskularisation stellen der Einsatz  angiogener
Wachstumsfaktoren, Zellen und Scaffolds vielversprechende Ansétze zur Stimulation der
GeféBneubildung im Tissue Engineering dar (Santos und Reis, 2010). Durch
kapillarendhnliche Strukturen im verwendeten Scaffold kann beispielsweise implantierten
Zellen eine Leitstruktur fir die Bildung von Gefédlien gegeben werden (Santos und Reis,
2010), Scaffolds wie bioaktives Glas besitzen selbst eine progangiogene Wirkung (Leu und
Leach, 2008), und aus dem Scaffold freigesetzte Stoffe wie Kupfer (Hu, 1998) kénnen die
Proliferation von Endothelzellen stimulieren. Durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren wie
VEGF und bFGF kann das Einsprossen von Gefal3en in eine Matrix gesteigert (Arkudas et al.,
2007) und dadurch sowohl in unbestrahlten als auch gegebenenfalls in bestrahlten
Knochendefekten die Angiogenese gefordert und die Knochenbildung optimiert werden
(Kaigler et al., 2006; Lv et al., 2015). Die Zugabe von exogenen Wachstumsfaktoren zum
Zeitpunkt der Implantation erschien jedoch in diesem Modell nicht sinnvoll, da sie die
extrinsische Vaskularisation im Spendertier zwar fordern wirden, die Proteine zum Zeitpunkt
der Transplantation in den CSFD aufgrund der kurzen Halbwertszeit aber bereits abgebaut
wéren und hier somit keinen Vorteil bieten wirden. Die konstante Expression von
Wachstumsfaktoren im Konstrukt, wie beispielsweise durch Transfektion mesenchymaler
Stammzellen mit VEGF (Kasten et al., 2012), kénnte hingegen auch in diesem Modell in
zukilnftigen Projekten zum Einsatz kommen. Denkbar wére auch die Co-Implantation
osteogener und endothelialer VVorlauferzellen. Hierbei scheinen endotheliale Vorlauferzellen
auch die Expression osteogener Marker zu fordern (Li und Wang, 2013), was neben einer
verbesserten Vaskularisation auch eine erhdhte Knochenbildung mit sich ziehen konnte.

6.2.5 Entzindungsreaktion
Die in vivo Biokompatibilitat eines Konstrukts stellt eine grundlegende Anforderung im
Knochen Tissue Engineering dar. In der vorliegenden Studie konnte Klinisch und

makroskopisch keine Unvertraglichkeit der implantierten Konstrukte festgestellt werden.
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Auch mikroskopisch zeigte sich nur eine leichte Entzundungsreaktion in den 10-Tages-
Defekten in Form einer geringen Infiltration des Gewebes mit ED1 positiven mononukledren
Zellen, die im Rahmen einer normalen inflammatorischen Reaktion auf das implantierte
Konstrukt gesehen werden kann. Nach 12 Wochen waren mit Ausnahme der einzelnen,
aufgrund der erhohten Osteopontin-Expression als Osteoklasten interpretierten Zellen in
unmittelbarer Umgebung der Granula kaum mehr ED1 positive Zellen zu sehen. Dies deutet
auf eine sehr geringe Entziindungsreaktion durch die implantierten Stoffe hin und spricht fur

deren gute Biokompatibilitat.

Die Expression von TNFo war in der vorliegenden Studie in Konstrukten nach 12
Wochen im Vergleich zu normalem Knochengewebe deutlich gesteigert. TNFo wird
vorwiegend von Makrophagen sezerniert. Es wirkt chemotaktisch auf Leukozyten, stimuliert
die  Produktion  weiterer  proinflammatorischer ~ Zytokine und  erhoht die
GefaBwandpermeabilitat (Janeway et al., 2002). Das Protein kann somit als einer der
zentralen Faktoren im Rahmen einer Entzlindungsreaktion gesehen werden. Neben seiner
Funktion als proinflammatorisches Zytokin nimmt es jedoch auch eine Rolle in der
Aktivierung von Osteoklasten ein (Lam et al., 2000). Im Rahmen dieser Studie konnten in der
Umgebung der Hartmatrix vereinzelt mehrkernige Riesenzellen festgestellt werden, die
aufgrund ihres Féarbeverhaltens in der ED1 Féarbung als Osteoklasten identifiziert wurden. Die
erhohte Expression von TNFa kann somit — inshesondere durch das Fehlen einer histologisch
feststellbaren  deutlichen  Entziindungsreaktion - im  Zusammenhang mit der
Osteoklastogenese interpretiert werden und muss daher nicht als Hinweis auf eine mangelnde

Biokompatibilitat der implantierten Strukturen gewertet werden.
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7 Zusammenfassung

Ziel der ersten Phase dieser Arbeit war die Untersuchung der Auswirkung unterschiedlicher
Bestrahlungsprotokolle auf Rattenknochen zur Etablierung eines reproduzierbaren Modells
eines vorgeschadigten Femurs. Das Modell sollte anschliefend in der zweiten Phase
verwendet werden, um die Knochenheilung durch einen heterotop gezuchteten artifiziellen
Knochengewebsersatz in einem Femurdefekt kritischer GroRe (critical sized femoral defect,

CSFD) nach Bestrahlung zu untersuchen.

In der ersten Phase wurden 4 Bestrahlungsprotokolle verglichen: einmalige Bestrahlung mit
20 Gy und Explantation nach 4 Wochen (Gruppe A), einmalige Bestrahlung mit 20 Gy und
Explantation nach 8 Wochen (Gruppe B), dreimalige fraktionierte Bestrahlung mit je 10 Gy
und Explantation nach 4 Wochen (Gruppe C) sowie dreimalige fraktionierte Bestrahlung mit
je 10 Gy und Explantation nach 8 Wochen. Als Vergleich diente das jeweilige kontralaterale,
unbestrahlte Bein. Die Auswertung erfolgte neben der klinisch-makroskopischen Evaluation
mittels Histologie, Mikrocomputertomographie (UCT) und quantitativer PCR. Zusatzlich
wurden zwei im Knochenmark vertretene Zelllinien — osteogen differenzierte mesenchymale
Stammzellen und endotheliale Vorlauferzellen — bestrahlt und die Genexpression mittels

quantitativer PCR ausgewertet.

In der Histologie zeigte sich besonders in den 4-Wochen-Gruppen (A und C) infolge der
Bestrahlung eine deutliche Vakuolisierung des Knochenmarks, die als Odem und fettige
Degeneration interpretiert werden kann. Weiters kam es zu einer Abnahme der Zellzahl in der
Kortikalis sowie der Anzahl an Hifla positiven Zellen im Knochenmark. Die durch die
Bestrahlung bedingte Abnahme der GefaRanzahl sowie der Anzahl der CD31 positiven Zellen
im Knochenmark waren nicht signifikant. Die quantitative PCR zeigte eine verminderte
Expression mehrerer Zielgene in Gruppe A (Osteocalcin, RUNX2, TGFB1, TNFa, VEGF-A,
Hifla) sowie einen Trend zur vermehrten Expression von Hifla, ALP, Osteocalcin und
Osteopontin in Gruppe B, was auf einen verminderten Metabolismus mit anschlieRender
Reparatur hinweist. Das PCT ergab eine signifikante Abnahme der kleinkalibrigen GeféRRe
infolge der Bestrahlung in Gruppe A und D. Fir die zweite Phase dieser Arbeit wurde das

Protokoll der Gruppe A gewabhlt.

In der zweiten Phase wurde zundchst in Spendertiere eine Titankammer subkutan in die Leiste
eingesetzt. Diese enthielt in den Gruppen E10d, E12Wo, bE10d und bE12Wo eine Mischung

aus silikatsubstituiertem Hydroxyapatit, rekombinantem humanem BMP-2, osteogen
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differenzierten mesenchymalen Stammzellen und Fibrin. In den Gruppen F und bF enthielt
die Kammer nur silikatsubstituiertes Hydroxyapatit und Fibrin. Nach 6 Wochen wurden die
Kammern entnommen und in einen CSFD in syngenen Empfangertieren eingesetzt. Als
Kontrolle dienten Defekte, die durch eine leere Kammer tberbriickt wurden (Gruppe G, bG).
In den Gruppen bE10d, bE12Wo, bF und bG wurden die Empfangertiere 4 Wochen vor der
Defektsetzung bestrahlt, die Gruppen E10d, E12Wo, F und G dienten als unbestrahlte
Kontrollen. Die Explantation der Konstrukte (Kammer und Femur) erfolgte 10 Tage (E10d,
bE10d) oder 12 Wochen nach Defektsetzung (E12Wo, bE12Wo, F, bF, G, bG). Die
Auswertung bestand neben der klinisch-makroskopischen Evaluation aus Rontgenaufnahmen,
Histologie, uCT und guantitativer PCR.

In den Gruppen E10d, bE10d, E12Wo und bE12Wo war eine deutliche Knochenbildung
sichtbar. In den bestrahlten Defekten der Gruppe bE12Wo war die Knochenflache signifikant
niedriger als in Gruppe E12Wo. In zwei Konstrukten der Gruppe E12Wo kam es zu einer
knochernen Uberbriickung zwischen Konstrukt und Femur. In den Gruppen F und bF konnte
weder eine Knochenbildung im Konstrukt noch eine knécherne Uberbriickung festgestellt
werden. In den unbestrahlten Leerdefekten der Gruppe G zeigte sich ein Einwachsen der
Femurstiimpfe in den Defekt, jedoch keine Uberbriickung desselben. In Gruppe bG kam es
nur in zwei Defekten zu einem geringen Auswachsen der Femurstimpfe. Das Zelllberleben
der implantierten MSCs war signifikant niedriger in Konstrukten der Gruppe bE10d,
verglichen mit der Gruppe E10d, ebenso wie die Gefallanzahl. In der quantitativen PCR zeigte
sich im Vergleich zu gesundem Knochen eine signifikant verminderte Expression von

Osteocalcin und ALP sowie eine gesteigerte Expression von Osteopontin und Hifla.

Sowohl die kritische GroRe des Femurdefekts als auch die effiziente Hemmung der
Knochenbildung wurden anhand der Leerdefekte nachgewiesen. Durch Kombination aus
Hartmatrix, rhBMP-2 und MSCs konnte eine gute Knochenbildung erzielt werden; die
Bestrahlung fuhrte hier zu einer signifikanten Verminderung der Knochenbildung in der
Langzeitgruppe im Vergleich zur unbestrahlten Gruppe. Die Verwendung von
silikatsubstituiertem Hydroxyapatit alleine hingegen flhrte zu keiner Férderung der Heilung.
Die geringe Expression der Osteoblastenmarker ALP und Osteocalcin deuten auf eine geringe
Osteoblastenaktivitat hin, die in zukunftigen Projekten verbessert werden sollte. Die
verminderte initiale Vaskularisation durch die Bestrahlung fiihrte zu einem verminderten
Uberleben der implantierten MSCs sowie zu einer langfristig gesteigerten Expression des

Hypoxiemarkers Hifla und sollte einen zentralen Punkt zukiinftiger Studien darstellen.
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8 Summary

Aim of the present study was the establishment of an efficient and reproducible model for
irradiation of rat femora as a model for impaired osteogenesis and angiogenesis (part I). This
protocol should then be used to evaluate bone healing using a tissue engineered bone

substitute in a critical sized femoral defect after irradiation (part I1).

Four different irradiation protocols were compared in part I of the study: single irradiation of
the left femur with 20 Gy and explantation after 4 weeks (group A); single irradiation with 20
Gy and explantation after 8 weeks (group B); three irradiation fractions with 10 Gy and
explantation after 4 weeks (group C); three irradiation fractions with 10 Gy and explantation
after 8 weeks. The contralateral, unirradiated femur served as control. Evaluation included
histology, microcomputertomography (uUCT) and quantitative PCR. Furthermore, gene
expression in two cell types present in bone marrow (mesenchymal stem cells after osteogenic

differentiation and endothelial progenitor cells) was assessed after in vitro irradiation.

Histology showed a pronounced increase of vacuoles in bone marrow after irradiation,
especially after 4 weeks (group A and C), demonstrating bone marrow edema and fatty
degeneration. Irradiation provoked a significant decrease of total cell numbers in cortical bone
and a decrease in Hifla positive cells in bone marrow. The number of vessels counted in
histological evaluation and the number of CD31 positive cells in bone marrow did not change
after irradiation. The expression of several markers (osteocalcin, RUNX2, TGFB1, TNFa,
VEGF-A, Hifla) was decreased in group A after irradiation, whereas in group B a trend
towards an increase in expression of Hifla, ALP, osteocalcin and osteopontin was noted. This
might suggest a decreased metabolism after irradiation, followed by a reparative phase. A
significant decrease in small-sized vessels could be seen in uCT evaluation. The protocol of

group A was chosen for part Il of the present study.

In part Il, a custom made titanium cage was implanted subcutaneously in donor rats for
prevascularization and preliminary osteogenesis. The cage contained a mixture of silicate
substituted hydroxyapatite, recombinant human BMP-2, rat bone marrow derived
mesenchymal stem cells after osteogenic differentiation and fibrin in groups E10d, bE10d,
E12Wo and bE12Wo, or hydroxyapatite and fibrin alone in groups F and bF. After 6 weeks,
cages were transferred into a critical sized femoral defect in syngenic recipient animals.
Empty cages served as controls (groups G and bG). Recipient animals in groups bE10d,
bE12Wo, bF and bG were irradiated 4 weeks prior to CSFD surgery according to the results
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of part | of the present study. Constructs were explanted after 10 days (groups E10d and
bE10d) or 12 weeks (groups E12Wo, bE12Wo, F, bF, G, bG). After clinical and
macroscopical evaluation, radiographs were taken and histology, uCT and quantitative PCR
were performed. Marked bone formation was evident in groups E10d, bE10d, E12Wo and
bE12Wo. The relative bone area was significantly lower in group bE12Wo, compared to
E12Wo. Bony bridging of the gap between femur and construct was achieved in two
constructs of group E12Wo. Neither bone formation within the construct nor bony bridging of
the gap occurred in groups F and bF. Ingrowth of bone into the defect occurred in group G,
but failed to completely bridge the gap. In group bG, limited ingrowth was visible in only two
defects. Cell survival of implanted bmMSCs and number of vessels were significantly lower
in group bE10d, compared to group E10d. Immunehistochemistry showed multinucleated,
ED1 positive cells, consistent with osteoclasts, adjacent to the hydroxyapatite granules.
Quantitative PCR revealed a low expression of osteocalcin and ALP and an increased

expression of osteopontin and Hifla, compared to healthy bone tissue.

Both the critical size of the defect model and impaired bone healing and angiogenesis due to
irradiation were confirmed in empty defects. The combination of hydroxyapatite, rhBMP-2,
and bmMSCs induced marked bone formation, however, impaired bone formation was
evident after irradiation after 12 weeks. The use of hydroxyapatite alone did not support
healing of the defect. The low expression of osteoblast markers osteocalcin and ALP show a
limited activity of bone producing cells which should be addressed in future studies. The
limited initial angiogenesis after irradiation led to decreased cell survival and an increase in
long term Hifla expression; improvement of vascularization should therefore be a major

target in future projects.
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10 Anhang

10.1 Primersequenzen

Gen Forward-Primer Reverse-Primer

GAPDH1 | 5¢-TGGCCTCCAAGGAGTAAGAA-3¢ 5¢-TGTGAGGGAGATGCTCAGTG-3¢

GAPDH2 | 5-AATGCATCCTGCACCACCAACT-3¢ | 5-TCCACAGTCTTCTGAGTGGCAGT-
3‘

ocC 5‘-CATGAGGACCCTCTCTCTGC-3¢ 5-TTCACCACCTTACTGCCCTC-3¢

OP 5‘-GATCGATAGTGCCGAGAAGC-3¢

5-“TGAAACTCGTGGCTCTGATG-3¢

ALP 5‘-GCTGATCACTCCCACGTTTT-3¢ 5‘-GCTGTGAAGGGCTTCTTGTC-3¢
RUNX2 5‘-CCACCACTCACTACCACACG-3¢ 5-TATGGAGTGCTGCTGGTCTG-3¢
HIFla 5“-TGCTTGGTGCTGATTTGTGA-3¢ 5‘-GGTCAGATGATCAGAGTCCA-3°
VEGF-A | 5*-GCCCATGAAGTGGTGAAGTT-3¢ 5“-TATGTGCTGGCTTTGGTGAG-3¢
TGFpI 5‘-ATACGCCTGAGTGGCTGTCT-3¢ 5‘-GTTTGGGACTGATCCCATTG-3¢
Collagen | | 5--AGCTTGGTCCTCTTGCTTGA-3¢ 5‘-AAGGAACAGAAAAGGCAGCA-3¢
TNFa 5-GTCTGTGCCTCAGCCTCTTC-3° 5-GCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3¢

10.2 Protokoll Real Time PCR

10 pL Sso Advanced SYBR Green Mastermix
je 1 pL Forward- und Reverse-Primer

1 pL cDNA (Wasser bei Non template controls)

7 pL Wasser
Primer-Endkonzentration im Well: 250 nM

Osteocalcin, Osteopontin, RUNX2 (+GAPDH1, PPIA)

95°C, 30

95°C, 5%

64°C, 30 } 40x
95°C, 10*

55°C bis 95°C in 0,5°C/5* Schritten (Schmelzkurve)

4°C o0

Effizienz GAPDH1: 114,4%
Effizienz PPIA: 111,8%
Effizienz Osteocalcin: 109,6%
Effizienz Osteopontin: 111,2%
Effizienz RUNX2: 108,8%

ALP, Collagen | (+GAPDH1, PPIA)

95°C, 30

95°C, 5

63°C, 30 } 40x
95°C, 10
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55°C bis 95°C in 0,5°C/5* Schritten (Schmelzkurve)
4°C o

Effizienz GAPDH1: 112,2%
Effizienz PPIA: 102,8%
Effizienz ALP: 105,8%
Effizienz Collagen I: 107,1%

Hifla, VEGF-A, TGFp1 (+GAPDH2, PPIA)

95°C, 30

95°C, 5%
59,5°C, 30“} 40x
95°C, 10“

55°C bis 95°C in 0,5°C/5* Schritten (Schmelzkurve)
4°C

Effizienz GAPDH2: 103,4%
Effizienz PPIA:

Effizienz Hiflo: 106,1%
Effizienz VEGF-A: 110,8%
Effizienz TGFB1: 109,2%

TNFa (+GAPDH2, PPIA)

95°C, 30

95°C, 5%

63°C, 30 } 40x
95°C, 10*

55°C bis 95°C in 0,5°C/5* Schritten (Schmelzkurve)
4°C o

Effizienz GAPDH2: 104,0%
Effizienz PPIA: 102,8%
Effizienz TNFa: 107,6%



Anhang 120

10.3 Durchflusszytometrie

Marker Antikorper Verdlnnung

CD90 FITC | Klon OX-7; Mouse Anti Rat, [gG1k, BD Biosciencie 1:200

CD29 PE Klon eBioHMb1-1, Hamster Anti-Mouse/Rat IgG, 1:500
eBioscience

CD73 Primarantikorper: Klon 5F/B9, Mouse Anti-Rat, IgGlx, BD | 1:200
Pharmingen

Sekundarantikdrper: Klon A85-1, Rat Anti-Mouse, IgGlx, 1:200
BD Pharmingen

CD54 Klon 1A29, Mouse Anti-Rat, IgG 1k, eBioscience 1:100
PerCP
CD45 APC | Klon OX-1, Mouse Anti-Rat, IgG1x, eBioscience 1:100

CD31 PE Klon TLD-3A12, Mouse Anti-Rat, IgGlk, BD Pharmingen | 1:100
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