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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Therapie von angeborenen oder erworbenen Knochendefekten stellt, sowohl in der Human- als
auch in der Veterindrmedizin nach wie vor ein klinisches Problem dar. Es stehen hierfiir die
Transplantation von  autologer Beckenkammspongiosa und die Einbringung von
Knochenersatzmaterial zur Verfligung. Insbesondere bei Kindern bzw. kleinen Haustieren ist es
nicht moglich, eine ausreichende Menge von autologem Knochentransplantat zu gewinnen, um
grole Knochendefekte erfolgreich zu therapieren. Die hohere Lebenserwartung und die damit
einhergehende und zunehmende Krankheits- und Unfallanfalligkeit des Skelettsystems, werden
zukiinftig den Bedarf an Knochenaufbaumaterial weiter ansteigen lassen. Besonders in der
Veterinarmedizin ist eine Ruhigstellung der betroffenen Regionen {iber einen ldngeren Zeitraum nur
schwer moglich. Daher sind Methoden fiir eine schnelle und zuverldssige Heilung in den
Vordergrund geriickt und gewinnen immer mehr an Bedeutung. Theoretisch lassen sich folgende
Eigenschaften eines ,,idealen Knochenersatzes formulieren:

1. keine immunologischen AbstoBungsreaktionen
frei von toxischen oder mutagenen Nebenwirkungen
Sterilitat
vollstdndiger knocherner Ein- und Umbau
keine Mengen- und Lagerungsprobleme
freie Auswahl in Form und Gro3e
einfache Bearbeitbarkeit

niedrige Kosten

A S I AT A

eine hohe biologische Potenz, dies bedeutet:

e osteogenetische Wirkung durch zelluldre Knochenbildung.

e osteoinduktive Wirkung durch Freisetzung von Knochenwachstumsfaktoren.

e osteokonduktive Wirkung durch Leitschienenfunktion.
Trotz  jahrelangem FEinsatz von unterschiedlichen organischen und anorganischen
Knochenersatzmaterialien, ist ein wirklicher Durchbruch im Sinne einer problemlosen
Einsatztauglichkeit fiir die klinische Routine nicht erzielt worden. Zum einen ist es nicht gelungen
die Implantateigenschaften so zu beeinflussen, dass ein ausreichend zuverldssiger und
reproduzierbarer osteoinduktiver Effekt zur Defektheilung vom Implantat selbst ausgeht. Zum

anderen sind die meisten Knochenersatzmaterialien den Beweis schuldig geblieben, zu einem
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dauerhaften Remodelling im Sinne einer kompletten ossdren Integration und damit zu einem
definitiven Ein- und Umbau in der Lage zu sein (Schmid et al. 2007).

Der autologe Knochen wird in nahezu jeder Publikation, die sich mit der Problematik der
Knochenregeneration beschéftigt, als der optimale Knochenersatz angesehen. Zuverléssigkeit,
Verfiigbarkeit, Wirksamkeit und das Fehlen von potentiellen Krankheitsiibertragungen, machen den
autologen Knochen zum ,,Goldstandard“ (St John et al. 2003). Die Stirken des autologen
Knochentransplantats bestehen in den osteogenetischen, osteokonduktiven und osteoinduktiven
Eigenschaften. Bei der Diskussion der Erfolgsrate eines Knochenaufbaus durch ein autologes
Knochentransplantat, darf die Gefahr des Transplantatverlustes beispielsweise durch Infektion und
Resorption nicht unberiicksichtigt bleiben. Bei Kindern, Schwerverletzten und Patienten mit
schlechtem Allgemeinzustand, stellt die Entnahme von grofen Transplantaten, durch die damit
verbundene Ausweitung des Operations- und Gewebetraumas, einen oftmals nicht vertretbaren
Zweiteingriff dar (v. Garrel und Gotzen 1998).

Eine Alternative zum autologen Knochentransplantat stellt das allogene kryokonservierte
Knochentransplantat dar. Hier beruht die ossdre Regenerationsleistung vor allem auf der
osteokonduktiven und osteoinduktiven Potenz, die zum Transplantateinbau und infolgedessen zu
einem schleichenden Abbau und Ersatz (creeping substitution) fiihren (v. Garrel und Gotzen 1998).
Neben dem Vorteil der groBeren Verfiigbarkeit dieser Transplantate, gibt es eine Vielzahl an
Nachteilen. Im Vordergrund steht dabei die Ubertragung von viralen und bakteriellen
Krankheitserregern und die noch vorhandenen antigenen Eigenschaften. Immunologische
Reaktionen vermindern die Knochenneubildung und fithren zur beschleunigten Resorption des
Transplantats. Sie konnen beim Empfanger zu einer unerwiinschten Antikorperbildung fiihren (Lee
et al. 1997). Um das Infektionsrisiko zu minimieren, ist ein groer Aufwand beziiglich der
Spenderselektion und ein entsprechendes Knochenbankmanagement notwendig (v. Garrel und
Gotzen 1998).

Da sich die Regeneration von groflen Knochendefekten oft schwierig gestaltet und die
Verfiigbarkeit von Knochentransplantaten beschrénkt ist, werden grof3e Hoffnungen auf neue tissue
engineering (Gewebeziichtung) Strategien zur Behandlung groer Knochendefekte gesetzt. Ziel des
tissue engineerings ist es, natiirliches und funktionelles Knochengewebe aus lebenden Zellen zu
regenerieren, um Defekte, verlorenes Gewebe oder kompromittierte Organe zu ersetzen. Tissue
engineering integriert dazu die neusten Erkenntnisse der Molekularbiologie, Biochemie, der

Ingenieurswissenschaften, Materialwissenschaften und der Transplantationsmedizin (Unger et al.
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2009). Bone tissue engineering bietet eine vielversprechende, alternative Strategie, um ausgedehnte
Knochenverletzungen zu heilen (Patka et al. 1998). Viele verschiedene Materialien werden derzeit
zur Verwendung als Biomaterial bzw. scaffold (Tridgermaterial) flir Knochenheilung und
Knochenregeneration verwendet und weiterentwickelt. Diese Materialien und ihre Beschaffenheit
bestimmen nicht zuletzt die mechanischen Eigenschaften der dreidimensionalen Struktur (Bottaro et
al. 2002). Biokompatible und resorbierbare scaffolds sollen eine reproduzierbare und
patientenindividuelle Therapie ermdglichen, welche die mit allogener Transplantation verbundenen
Immunreaktionen minimiert (Dupoirieux et al. 1994). Scaffolds sollten heutzutage Bedingungen wie
Biokompatibilitdt, strukturelle Stabilitdt, Osteoinduktion und Osteokonduktivitit erfiillen und mit
dem Implantationssitus eine biomolekulare Interaktion eingehen, um eine optimale Regeneration zu
ermOglichen (Unger et al. 2009). Bei den Materialien, die fiir Therapien basierend auf bone tissue
engineering eingesetzt werden, handelt es sich entweder um synthetische, jedoch resorbierbare
Materialien, wie z. B. ,polylactic acid®, ,polyglycolic acid”, ,polylactic-glycolic acid“ und
vernetztes ,,polyethylene glycol* oder um natiirliche Materialien wie z.B. Kollagen, Hyaluronséure,
Hydroxylapatit oder Calciumcarbonat (Levenberg und Langer 2004) und deren Komposite.

In der Regenerativen Medizin haben sich in der Vergangenheit Stammzellen als ein weiteres
Behandlungskonzept im bone tissue engineering und als Alternative zum autologen
Knochentransplantat abgezeichnet. Insbesondere fettabgeleitete adulte Stammzellen sogenannte
adipose derived stem cells (ADSC) konnen einfach ohne ethische Bedenken in einem
standardisierten Routineeingriff gewonnen werden. Diese ADSC haben die Eigenschaft, sich
innerhalb ihres Keimblattes in Adipozyten, Chondrozyten, Osteoblasten und Myozyten zu
differenzieren. Sie sind damit sowohl in vivo wie auch in vitro dazu geeignet, nach einem
Differenzierungsprozess Knochengewebe zu bilden (Zuk et al. 2002; De Ugarte et al. 2003;
Arrigoni et al. 2009). Die ADSC werden im Zuge von kosmetischen Operationen aus
Liposuktionsfliissigkeit oder bei Routineoperationen aus nativem Fettgewebe isoliert und dem
Patienten in einem Tragermaterial reimplantiert. Vorteil der autologen ADSC beim Einsatz im bone
tissue engineering ist die fehlende Gefahr von Immunreaktionen, ihre hohe biologische Potenz, die
einfache Gewinnung und Kultivierbarkeit und die geringen Kosten.

Im Mai 2003 erfolgte in der Klinik und Poliklinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des
Universititsklinikums ~ GieBen in  einem  Heilversuch die  Rekonstruktion  von
Schidelkalottendefekten. Dieser Rekonstruktionsversuch wurde bei einem 7-jdhrigen Kind mittels

Beckenkammspongiosa, einer resorbierbaren makropordsen Membran und autologen ADSC,
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eingebettet in autologem Fibrinkleber durchgefiihrt. Der Heilverlauf zeigte sich komplikationslos
und in den durchgefiihrten radiologischen Kontrollen konnte eine deutliche Ossifikation im Bereich
der ehemaligen Defekte bestitigt werden (Lendeckel et al. 2004). Im Rahmen dieser
Fallbeschreibung war es jedoch nicht moglich zu unterscheiden, ob die Knochenneubildung von
den eingebrachten ADSC ausging oder ob die alleinige Transplantation von Beckenkammspongiosa
ausreichend gewesen wire, um die entstandene Heilung zu erzielen. Basierend auf dieser Arbeit
dient vorliegende Studie der Beurteilung der osteogenen Potenz von humanen ADSC bei der
Regeneration eines kritischen Knochendefektes am Kieferwinkel einer immuninkompetenten Ratte.
Hierbei wurden regenerative Therapien wie autologe Knochentransplantate, protected bone healing
und stammzellbasierende Verfahren miteinander in einer split--mouth Studie angewandt und mit
radiologischen und histologischen Methoden miteinander verglichen. Diese Untersuchung soll das
Fundament fiir mogliche neuartige Therapiekonzepte bei der Regeneration von kritischen
Knochendefekten durch ADSC legen.

Das Ziel dieser Arbeit ist, humane ADSC zu gewinnen, in vitro zu vermehren und zu
charakterisieren. Die Regeneration eines kritischen Knochendefektes an der Mandibula der
immundefizienten Ratte mit ADSC, die in verschiedenen Trigermaterialien transplantiert werden,
sollen untereinander und mit dem autologen Knochenmaterial als ,,Goldstandard” des
Knochenersatzes  verglichen = werden.  Ebenso  sollen die  zugrunde  liegenden
Reparationsmechanismen bei der Therapie dieser kritischen Knochendefekte mittels ADSC geklart

werden.
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2. Literaturibersicht

2.1. Stammzellen

Als Stammzellen werden Zellen bezeichnet, welche sich durch zwei Haupteigenschaften von
anderen Korperzellen unterscheiden. Sie konnen sich zum einen in verschiedene Zelltypen oder
Gewebe ausdifferenzieren, zum anderen sind Stammzellen in der Lage, Tochterzellen zu
generieren, welche selbst wiederum Stammzelleigenschaften besitzen. Je nach Art der Stammzelle
und ihrer Beeinflussung haben sie das Potential, sich in jegliches Gewebe (embryonale
Stammzellen) oder in bestimmte festgelegte Gewebetypen (adulte Stammzellen) zu entwickeln.
Daher unterscheidet man Stammzellen durch ihr Differenzierungspotenzial und ihren Ursprung

(Beier 2002).

Totipotenz: Man bezeichnet in der Zellbiologie Stammzellen als totipotent, wenn sie eine
uneingeschrinkte Differenzierungsfiahigkeit besitzen und in geeigneter Umgebung, wie z.B. dem
Uterus noch zu einem kompletten Organismus heranwachsen konnen. Zu ihnen gehoren die
embryonalen Stammzellen. Vermutet wird eine Totipotenz von embryonalen Sdugetierstammzellen

bis zum 8-Zell-Stadium (Beier 2002).

Pluripotenz: Pluripotente Stammzellen besitzen die Fahigkeit, sich zu Zellen der drei Keimblitter
(Ektoderm, Entoderm, Mesoderm) und der Keimbahn eines Organismus zu entwickeln. Sie sind
noch auf keinen bestimmten Gewebetyp festgelegt und konnen daher zu jedem Zelltyp eines

Organismus differenzieren (Beier 2002).

Multipotenz: Diese Stammzellen sind schon gewebsspezifisch differenziert und konnen sich in der
Regel lediglich zu verschiedenen Zelltypen ihres urspriinglichen Keimblattes entwickeln. Sie sind
aber nicht mehr in der Lage, sich zu nahezu jeder Korperzelle zu entwickeln. Hierzu zdhlen die

adulten Stammzellen (Blum 2007).

Diese klassische Aufteilung musste jedoch revidiert werden, seitdem bekannt ist, dass sich

multipotente Stammzellen unter bestimmten Voraussetzungen in pluripotente Stammzellen
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entdifferenzieren konnen und somit in der Lage sind, Gewebe aullerhalb ihres urspriinglichen
Keimblattes bilden zu kénnen (Blum 2007).

Stammzellen besitzen die Féhigkeit zur Selbsterneuerung im Sinne einer asymmetrischen
Zellteilung, hieraus entwickeln sich Vorlduferzellen. Diese Vorlduferzellen sind determinierte
Zellen mit einer begrenzten Fahigkeit zur Selbsterneuerung, die sich in die spezialisierten Zelltypen
der Ursprungsgewebe (z.B. Nervenzellen, Knochenzellen) entwickeln bzw. differenzieren kénnen.
Idealerweise sollten Stammzellen fiir die Anwendung in Medizin und Forschung folgende Kriterien

aufweisen (Gimble 2003):

1. Isolierbarkeit in groBer Menge und einfache Vermehrung in Zellkultur.
2. Einfaches Entnahmeverfahren ohne Entnahmemorbiditit.

3. Hohes Differenzierungspotential in moglichst viele Zelllinien.

4. Unkomplizierte autologe oder allogene Transplantation.

5. Koénnen in Ubereinstimmung mit den gegenwirtigen guten Produktionspraxisrichtlinien

bearbeitet werden (Gimble 2003).

IThrem Ursprung nach werden Stammzellen in embryonale Stammzellen und adulte Stammzellen

unterteilt.

2.1.1. Embryonale Stammzellen (ESC)
Embryonale Stammzellen werden dem Embryo im sogenannten Blastozystenstadium entnommen.
In der embryonalen Entwicklung bildet sich aus der Morula, einem kugeligen Zellhaufen aus 8 bis
32 Zellen (Blastomeren), der nach den ersten Teilungen aus der Zygote hervorgegangen ist, durch
Epithelialisierung eine duBlere Blastomere (Trophoblast) und die innere Zellmasse (Embryoblast).
Hieraus entwickelt sich schlieflich der gesamte Organismus. Somit haben die aus der inneren
Zellmasse isolierten frithen embryonalen Stammzellen noch die Potenz, sich in alle drei Keimblétter
(Ektoderm, Mesoderm und Endoderm) zu differenzieren, jedoch sind die Zellen in diesem Stadium
nicht mehr totipotent (Beier 2002; Wislet-Gendebien et al. 2005). Embryonale Stammzellen kénnen
auf drei Arten gewonnen werden:

1. Aus iiberzdhligen Embryonen bei in vitro Fertilisationen.

2. Aus abortierten Feten werden primordiale Keimzellen nach legal induziertem oder

spontanem Abort aus fiinf bis neun Wochen alten Feten isoliert.
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3. Es werden aus therapeutischen Klonen embryonale Stammzellen gewonnen, dabei wird
einer Eizelle der Zellkern entnommen. In diese Eizelle wird der Zellkern einer anderen
Korperzelle eingebracht. Es entsteht dadurch eine Zelle, die sich wie ein normaler Embryo
bis zum Blastozystenstadium weiterentwickelt (D6hmen und Reis 2002).

Der Forschung mit embryonalen Stammzellen, vor allem humanen ESC, stehen ethische Bedenken
entgegen. Daher ist sie durch politische wie auch rechtliche Aspekte (vgl. Gesetz zum Schutz von
Embryonen) stark reglementiert (Brewe 2006). Weitere Nachteile sind ihre schwierige Gewinnung
und Kultivierung, da sie sich in Kultur oft friih spontan differenzieren und die gerichtete

Differenzierung zu einem bestimmten Zelltyp kompliziert ist (Heng et al. 2004).

2.1.2. Adulte Stammzellen (ASC)

Adulte Stammzellen konnen aus Geweben endodermalen, mesodermalen oder ektodermalen
Ursprungs gewonnen werden. Sie bilden in Analogie zu den embryonalen Stammzellen meist
Vorlauferzellen, so genannte ,progenitor cells”, bevor sie endgliltig ausdifferenzieren. Diese
Vorlduferzellen besitzen zwar noch Differenzierungspotential, dieses ist aber deutlich
eingeschriankt. So konnen sich aus hdmatopoetischen Vorlduferzellen nur noch spezialisierte
Héamatozyten entwickeln. Adultes Knochenmark, sowie das Gehirn, Lebergewebe,
Bauchspeicheldriisengewebe, Skelettmuskelgewebe (Passier und Mummery 2003), Fettgewebe
(Zuk et al. 2002), Knochengewebe, Knorpelgewebe, Zahnpulpa, Cornea und die Retina besitzen
Stammzellen zur organspezifischen Regeneration. Die Differenzierung der adulten Stammzellen zu
spezialisierten Zellen auBlerhalb des urspriinglichen Gewebes, aber innerhalb desselben
Keimblattes, wird unter anderen von Ferrari (1998) und Gussoni et al. (1999) beschrieben. Eine
Differenzierung auflerhalb des urspriinglichen Keimblattes hingegen erscheint unmdglich zu sein,
jedoch kann experimentell gezeigt werden, dass hédmatopoetische Stammzellen aus dem
Knochenmark zu Zellen mit neuronalen Eigenschaften differenzieren, die sich ontogenetisch aus
dem Ektoderm ableiten (Brazelton et al. 2000; Mezey et al. 2000). Dieses Phédnomen wird als
Transdifferenzierung bezeichnet. Andere Forschergruppen zeigen, dass es in vitro moglich ist durch
eine kurze Reaktivierung verschiedener Reprogrammierungsfaktoren, somatische Zellen bzw.
embryonale und adulte Fibroblasten sicher zu pluripotenten Zellen zu entdifferenzieren (Takahashi
et al. 2007; Yu et al. 2007; Park et al. 2008; Efe et al. 2011). Vorteile der ADSC gegeniiber den
embryonalen Stammzellen ist die Mdglichkeit zur autologen und damit immunsuppressionsfreien

Transplantation beim Gewebsersatz, die ethische Unbedenklichkeit der Stammzelltherapie und die
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geringere Tendenz zur Entartung in Tumorgewebe. Daher stellen adulte Stammzellen zum jetzigen
Zeitpunkt eine sehr attraktive Alternative zu embryonalen Stammzellen in der Forschung dar.

Héamatopoetische-Stammzellen (HSC) sind gut charakterisierte Zellen mesodermalen Ursprungs.
Sie schaffen die Grundlage fiir Knochenmark-Verpflanzungsverfahren (Bellantuono 2004). HSC
befinden sich in erster Linie im Knochenmark und sind fiir die Bildung aller reifen Blutzelltypen
des hdmatolymphatischen Systems einschlieBlich Monozyten/Makrophagen, basophilen-,
eosinophilen- und neutrophilen Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten, Mastzellen,
dendritischen Zellen, sowie B- bzw. T-Lymphozyten verantwortlich. Wie man gezeigt hat konnen
HSC auch in andere Zelllinien ausdifferenzieren (Fortier 2005). Das erwachsene Knochenmark
enthélt in enger Nachbarschaft zu den HSC auch stromale Knochenmarkszellen (bone marrow
stromal cells, BMSC), welche zur Regeneration von mesenchymalen Geweben wie Knochen,
Knorpel, Muskel, Bander, Sehnen und Fett beitragen. Friedenstein et al. (1968, 1966) beschreiben
erstmals in ihren Arbeiten die Isolation von adhédrenten und fibroblastendhnlichen Zellen, die
sowohl zu Osteoblasten, Chondrozyten wie auch Adipozyten ausdifferenzieren konnen und aus
einer Knochenmarkssuspension gewonnen werden. Es wird vermutet, dass es sich bei diesen Zellen
um Stammzellen handelt. Die Beobachtungen zeigen, dass diese Zellen unter dem Einfluss der
jeweiligen Umgebung in fast alle mesodermalen Gewebe ausdifferenzieren konnen. In weiteren
Studien wird gezeigt, dass auch eine Transdifferenzierung von BMSC zu neuronalen Zellen bzw.
neuronalen Vorlduferzellen in vitro moglich ist (Sanchez-Ramos et al. 2000; Woodbury et al. 2000;
Deng et al. 2001). Ublicherweise erfolgt die Isolation von mesenchymalen Stammzellen
(mesenchymal stem cells, MSC) aus Knochenmark. Durch Punktion des Beckenkammes werden
10-40 ml Knochenmarkaspirat gewonnen. Die mesenchymalen Stammzellen werden von den
iibrigen Zellen in vitro durch ihre kunststoffadhdrenten Eigenschaften getrennt (Pittenger et al.
1999). Knochenmarkentnahmen kdnnen, besonders ab groleren Volumina sehr schmerzhaft sein.
Daher wird oft eine allgemeine oder spinale Anidsthesie empfohlen (Auquier et al. 1995; Nishimori
et al. 2002). Die Konzentration der residenten Stammzellen in den verschiedenen Organen ist
organspezifisch und meist gering. Lediglich 0,01-0,001% der aus Knochenmark isolierten
mononukledren Zellen fithren zu stammzellbildeten Kolonien in vitro. Durch die in vitro
Kultivierung kann man jedoch ihre Anzahl schnell von Hunderten zu Millionen steigern (Pittenger
et al. 1999). Eine alternative Quelle gegeniiber MSC aus Knochenmark ist Nabelschnurblut,
welches ohne Schaden fiir die Mutter oder den Sdugling gewonnen werden kann (Rubinstein et al.

1993). Es bestehen in einigen Forschergruppen auch Zweifel, ob Nabelschnurblut als eine Quelle
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zur Isolierung von multipotenten MSC dienen kann (Mareschi et al. 2001; Wexler et al. 2003). Die
Erfolgsrate ist mit etwa 29% gegeniiber der Isolierungserfolgsrate von Stammzellen aus
Knochenmark oder Fettgewebe mit 100% gering. Die Fiahigkeiten zur Ausdifferenzierung in
verschiedene Zelllinien ist bei Stammzellen aus Nabelschnurblut weniger stark ausgeprégt (Kern et

al. 2006).

2.1.2.1. Fettabgeleitete adulte Stammzellen (ADSC)

Fettgewebe ist als weilles und braunes Fettgewebe im Korper vorhanden. Weiles Fettgewebe
fungiert primdr als Triglyceridspeicher. Braunes Fettgewebe dient primir in neugeborenen
Sdugetieren als Energielieferant zur Thermogenese (Gesta et al. 2007). Als eine neue Alternative zu
MSC aus Knochenmark, haben verschiedene Forschergruppen eine Population von Zellen in
menschlichem Fettgewebe isolieren konnen, sogenannte processed lipoaspirate cells (PLA). Diese
Zellen scheinen dhnliche Eigenschaften wie mesenchymale Stammzellen aufzuweisen und kénnen
bei kosmetischen Operationen aus Liposuktionsfliissigkeit oder bei Routine-Operationen aus
nativem Fettgewebe isoliert werden. Anschlieend werden sie den Patienten autolog reimplantiert
(Gronthos et al. 2001; Zuk et al. 2001; Erickson et al. 2002). Vergleicht man den Ertrag von
adhérenten Zellen in Kultur, Wachstumskinetik, Zellalterung, das Differenzierungspotential in
verschiedene Zelllinien von fettabgeleiteten Stammzellen und MSC aus Knochenmark, so kommt
man zu folgenden Ergebnissen: Die Anzahl von kernhaltigen Zellen pro Gramm Knochenmark ist
bedeutsam hoher als pro Gramm des fetthaltigen Gewebes. Jedoch sind in den
Knochenmarksproben zumeist auch andere Zelllinien wie z.B. hamatopoetische Zellen
festzustellen, so dass sich im Ertrag nach 2 Wochen in vitro Kultivierung bei den isolierten
adhdrenten Stammzellen keine bedeutenden Unterschiede ergeben (De Ugarte et al. 2003). lg
Fettgewebe enthilt circa 5x10° Stammzellen, was fiinfhundertmal mehr Stammzellen sind als in
einem Gramm Knochenmark (Mizuno 2009). Es werden keine bedeutenden Unterschiede fiir das
auf die B-Galactosidase Tétigkeit beruhende Zellaltern beobachtet. Es werden weiterhin keine
bedeutsamen Unterschiede zwischen PLA Zellen und MSC aus Knochenmark fiir Fettzellmarker
und Knochenzellmarker beobachtet. Die hohe in vitro Vermehrungsrate und die Selbsterneuerung
sind notwendige Eigenschaften von PLA Zellen und wichtig fiir ihren Gebrauch in der Gentherapie
und dem Gewebeersatz. Zusammenfassend ist Fettgewebe eine leicht in ausreichender Menge zu
beschaffende autologe Quelle fiir Stammzellen. (De Ugarte et al. 2003). Vorteile dieser ADSC
gegeniiber MSC aus Knochenmark sind die einfache Isolierung in groBer Anzahl ohne griéBere

Schmerzen fiir den Patienten. Fettgewebe ist mit mindestens 4% eine der grofiten Gewebetypen im
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adulten menschlichen Korper und damit wahrscheinlich eine der reichsten Quellen an adulten
Stammzellen {iberhaupt. Somit ist Fettgewebe ein reichhaltiges und vielversprechendes Gewebe fiir
den autologen Zellersatz und die Reparatur von Geweben (Witkowska-Zimny und Walenko 2011).
Sun et al. (2009) belegen auch die kiirzeren Kultivierungszeiten und die erhohte Effizienz der
ADSC gegeniiber einer Kultivierung und Entdifferenzierung von Fibroblasten zu pluripotenten
Zellen.

Bis Anfang des 21. Jahrhunderts wird vermutet, dass der Wachstumsprozess des Fettgewebes und
damit der Fettzellen von unipotenten Vorlduferzellen (Praedipocytes) ausgeht. Doch es wird immer
mehr klar, dass diese Zellen ein beeindruckendes Potential der Differenzierung auch auflerhalb der
Fettzelllinie besitzen (Zuk et al. 2001; Erickson et al. 2002; Safford et al. 2002; Zuk et al. 2002;
Gimble und Guilak 2003). Eine Vielzahl von Bezeichnungen wird zur Beschreibung dieser
multipotenten, kunststoffadhdrenten Zellpopulation aus Fettgewebe benutzt. Wie schon im obigen
Abschnitt erwdhnt, werden sie frither oft als processed lipoaspirate cells, Prdadipozyten oder
Stammzellen aus Fettgewebe beschrieben (Schiffler und Biichler 2007). Die Internationale Fat
Applied Technology Society empfiehlt die Bezeichnung solcher fettabgeleiteter Stammzellen als
“adipose-derived stem/stromal cells” (ASC oder ADSC) (Nakagami et al. 2006), diese Bezeichnung
wird im Weiteren verwendet. In zwei 2001 und 2002 ver6ffentlichten Arbeiten beschreiben Zuk et
al. (2002; 2001) erstmals ein genaues Protokoll zur Isolierung und Kultivierung von Stammzellen
aus Liposuktionsfliissigkeit und bezeichnen diese Zellen als human adipose derived stem cells
(hADSC). Es sind kunststoffadhérente, fibroblastendhnliche Zellen, welche in vivo dazu gebracht
werden konnen, zu Osteoblasten, Chondrozyten, Adipozyten und Myozyten auszudifferenzieren.
ADSC konnen bisher aus dem Fettgewebe zahlreicher Tierarten wie Maus (Mizuno et al. 2008),
Ratte (Tholpady et al. 2003; Yoshimura et al. 2007), Kaninchen (Follmar et al. 2006; Peptan et al.
2006; Torres et al. 2007), Hund (Neupane et al. 2008), Schwein (Qu et al. 2007; Williams et al.
2008) und Pferd (Vidal et al. 2007; Del Bue et al. 2008) isoliert werden. Die Isolation erfolgt aus
Liposuktionsfliissigkeit oder nativem Fettgewebe. Die Zellen konnen bei kosmetischen
Fettabsaugungen (Liposuktionsfliissigkeit) zu circa 1x10%200 ml isoliert werden (Strem et al.
2005). Aus 100 ml des menschlichen nativen Fettgewebes kann man circa 1 x 10° Stammzellen
gewinnen (Meliga et al. 2007). Um Stammzellen aus Fettgewebe zu isolieren, wird die Probe
griindlich mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen, anschlieBend mit Kollagenase
verdaut und die Probe zu einem Zellpellet abzentrifugiert. Dieses wird resuspendiert und in

Zellkulturflaschen ausplaziert (Zuk et al. 2001). Die zur Verfiigung stehenden Protokolle zur
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Isolierung von ADSC beruhen im Wesentlichen auf Digestion, Dichtegradienten und
Kunststoffadhédrenz. Diese kultivierten Stammzellen kann man spéter auf ihre charakteristischen
Oberfldchenantigenexpressionsmuster untersuchen. ADSC verdoppeln ihre Population in Kultur
innerhalb 2-4 Tagen in Abhingigkeit des Spenderalters, der Art des Fettgewebes (braunes oder
weiBles Fettgewebe), der Dichte bei Ausplazierung und der Zusammensetzung des
Expansionsmediums (Mizuno 2009). Die Multipotenz von Stammzellen wird vielfach erforscht.
ADSC als Zellen mesenchymalen Ursprungs konnen sich innerhalb ihres Keimblattes in
Adipozyten, Osteozyten, Chondrozyten sowie zu Skelettmuskelzellen, glatten Muskelzellen,
Endothelzelle, und Kardiomyozyten ausdifferenzieren (Halvorsen et al. 2001; Mizuno et al. 2002;
Zuk et al. 2002; Huang et al. 2004; Ogawa et al. 2004; Lee und Kemp 2006; Natesan et al. 2011).
Auch die Moglichkeit von ADSC Zelllinien auB3erhalb ihres Keimblattes in neuronenartige Zellen
(Safford et al. 2002; Ashjian et al. 2003), in Epithelzellen (Brzoska et al. 2005), Hepatozyten (Seo
et al. 2005), Pankreaszellen (Timper et al. 2006) sowie Zellen des hdmatopoetischen Systems
(Corre et al. 2006) zu differenzieren sind bekannt. Aufgrund der Féhigkeit von ADSC mehrere
Zelltypen aller drei Keimblitter zu bilden, werden sie von vielen Forschergruppen vermehrt zu den
pluripotenten Zellen gezdhlt und konnen somit eine Alternative zu embryonalen Stammzellen
darstellen (Zuk 2010; Witkowska-Zimny und Walenko 2011).
Ein spezifischer Oberflichenmarker fiir undifferenzierte ADSC wurde bisher nicht gefunden. Es
sind jedoch einige Oberflichenmarker fast immer vorhanden, daher kann man aufgrund einer
Kombination von Oberflaichenmarkern Riickschliisse auf das Vorhandensein von Stammzellen
schlieBen. Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich diesem Thema angenommen, sind jedoch zu
leicht unterschiedlichen Oberflachenantigenmustern von ADSC gekommen (Gronthos et al. 2001;
Zuk et al. 2001, 2002).

1. Adhédsionsmolekiile: CD9, CD29, CD49d, CD54, CD105, CD106 und CD 166

2. Rezeptor Molekiile: CD44, CD71

3. Oberflachenenzyme: CD10, CD13 und CD73

4. Extrazellulire Matrix Proteine und Glykoproteine: Typ I und Typ II Kollagen, Osteopontin,

Osteonectin, CD90 und CD146

N

Skelettproteine: intrazelluldres glattes Muskel Aktin und Vimentin
6. Regulationsproteine: CD55, CD 59
7. Klasse 1 Histocompatibility Protein HLA-ABC (Gimble und Guilak 2003).

11
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Die hierbei wichtigsten Oberflachenantigene zur Identifikation von ADSC sind CDI13, CD29,
CD90, CD 44, CD 49d, CD 105, CD 166 und STRO 1 (Zuk et al. 2001, 2002; Gimble und F.
Guilak 2003; Strem et al. 2005; Meliga et al. 2007). Gronthos et al. (2001) entdecken CD106 auf
ADSC, wihrend Zuk et al. (2002) diese Marker nicht nachweisen. Andererseits haben Zuk et al.
(2002) STRO-1 nachweisen konnen, Gronthos et al. (2001) aber nicht. Nicht alle Laboratorien
verwenden Zellen in gleichen Passagen, daher haben Mitchell et al. (2006) die Expression der
Oberflaichenmarker von frisch isolierten ADSC mit ADSC in erster, zweiter, dritter und vierter
Passage verglichen, mit dem Ergebnis, dass sich der immunologische Phanotyp in Abhédngigkeit
von Passage und Adhédrenz progressiv dndert. Die Marker CD13, CD29, CD44, CD63, CD73,
CD90, CD166 sind in einer frisch isolierten Stammzellpopulation auf relativ wenig Zellen zu finden
(0,8-54%), jedoch nimmt ihre Anzahl in den folgenden vier Passagen bedeutend zu (bis zu 98%).
Der Marker CD34 ist in einer frisch isolierten Stammzellpopulation fast immer auf der Zelle
nachzuweisen (60%), jedoch ging seine Anwesenheit in den hdheren Passagen zuriick (1,7%).
Mesenchymale Stammzellen konnen in vitro zur Knochenzelldifferenzierung mit Hilfe von
Dexamethason, Ascorbat-2-Phosphat und B-Glycerophophat gebracht werden. Die Differenzierung
in die osteogene Zelllinie wird anhand der Zellmorphologie, der alkalinen Phosphatase Tétigkeit
und des Calciumgehaltes iiberpriift (Pittenger et al. 1999).

In der Humanmedizin wird bisher nur von wenigen Féllen berichtet, in denen fettabgeleitete
Stammzellen zur Knochenheilung und Regeneration eingesetzt wurden. Lendeckel et al. (2004)
haben Schédelkalottendefekte bei einem 7-jdhrigen Kind mittels Beckenkammspongiosa, einer
resorbierbaren makropordsen Membran und ADSC, die aus subkutanem Fettgewebe wihrend der
Entnahme von Beckenkammspongiosa gewonnen wird, rekonstruiert. Der Heilungsverlauf zeigte
sich komplikationslos. Mesiméki et al. (2009) berichten iiber die Entwicklung eines einzeln
angefertigten mikrovaskuléren ektopen Knochentransplantats aus autologen ADSC, welches einem
Patienten mit Hemimaxillektomie eingesetzt wurde. Weiterhin werden autologe ADSC benutzt, um
die Eigenfetttransplantation zu verbessern (Matsumoto et al. 2006) und um ischdmische
Verletzungen durch Strahlentherapie zu reduzieren (Rigotti et al. 2007). Bei kosmetischen
Eingriffen wie der Behandlung von Gesichtsfalten und Brustvergroferungen wurden ADSC
ebenfalls eingesetzt (Yoshimura et al. 2008). ADSC in Kombination mit Fibrinkleber scheinen eine
wirksame und sichere Behandlung fiir komplexe perianale Fisteln zu sein und erreichen eine
bessere Heilung als ausschlieBlich Fibrinkleber (Garcia-Olmo et al. 2009; Taxonera 2009). In

vorldufigen Studien kann gezeigt werden, dass eine periurethrale Injektion von autologen ADSC
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eine sichere und praktikable Behandlungsmethode fiir Belastungs-Inkontinenz ist (Yamamoto et al.
2010).

In der Veterindrmedizin beschréinkt sich die Anwendung von ADSC in der Frakturheilung in erster
Linie auf experimentelle Studien, in denen diese neuen Therapiemdglichkeiten bei einzelnen
Patienten iiberpriift wird. Stammzellen gewonnen aus Knochenmark, Fettgewebe, der Nabelschnur,
und dem Nabelschnur-Blut werden zurzeit experimentell und klinisch beim Pferd eingesetzt
(Carstanjen et al. 2006). Es ist gezeigt worden, dass Stammzellen aus sternalem Knochenmark oder
subkutanem Fettgewebe von Fohlen und adulten Pferden das Potential fiir den Gebrauch im
Gewebeersatz besitzen (Vidal et al. 2007). Dennoch sind bisher keine klinischen Anwendungen von
mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark oder aus Fettgewebe zur Frakturheilung beim
Pferd beschrieben worden (Vertenten et al. 2010). Frisbie et al. (2009) untersuchen die klinischen,
biochemischen, und histologischen Effekte intraartikulér verabreichter ADSC und MSC aus
Knochenmark fiir die Behandlung von Osteoarthritis. Die Ergebnisse dieser Studie sind allerdings
nicht aussagekriftig genug, um den Gebrauch von Stammzellen fiir die Behandlung von
Osteoarthritis zu empfehlen. Besonders interessant sind aber die Moglichkeiten ADSC bei der
Therapie der Tendinopathie beim Pferd einzusetzen (Richardson et al. 2007; Koch et al. 2008;
Nixon et al. 2008), da Studien mit mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark bereits erste
Erfolge bei der Therapie von Sehnenldsionen zeigen (Pacini et al. 2007; Smith 2008; Schnabel et al.
2008). Niemeyer et al. (2010) vergleichen das osteogene Differenzierungspotential von MSC aus
Knochenmark und ADSC und den Einfluss von thrombozytenreichem Plasma auf die osteogene
Kapazitit von ADSC in einem critical size defect Modell (Defekt, welcher nicht ohne eine Therapie
wihrend der Lebenszeit des Tiers ausheilt) an der Tibia des Schafes. Mineralisierte
Kollagenschwimme wurden mit MSC aus dem Knochenmark von Schafen (BMSC-Gruppe) und
ADSC (ADSC-Gruppe) beimpft und in einen critical size defect der Schaftibia (jede Gruppe n=5)
transplantiert. In einer zusitzlichen Gruppe wird thrombozytenreiches Plasma in Kombination mit
ADSC (PRP-Gruppe n=5) verwendet. Unbehandeltes mineralisiertes Kollagen (leere-Gruppe)
diente als Kontrolle (n=5). Alle 2 Wochen wird eine radiologische Untersuchung und nach 26
Wochen eine histologische Analyse der Proben durchgefiihrt. Die radiologischen Untersuchungen
zeigen einen hoheren neugebildeten Knochenanteil in der BMSC-Gruppe im Vergleich zur ADSC-
Gruppe in Woche 10 und im Vergleich zur Kontrollgruppe ab der 12 Woche. Die histologischen

Analysen bestitigen diese Befunde. Daher scheinen, zumindest in einem Tiermodell mit Schafen,
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ADSC ein geringeres osteogenes Potential als BMSC zu haben, was aber teilweise durch das
Hinzufiigen von thrombozytenreichem Plasma kompensiert werden kann.

Runyan et al. (2010) entnehmen Schweinen die Mandibula, diese wird sterilisiert und mit einem
Kollagenschwamm und autologen, kulturexpandierten porcinen ADSC bestiickt. Die Unterkiefer
werden in 10 Schweine in 2 Positionen transplantiert: intercostal in einen periostalen Umschlag und
in den Musculus rectus abdominis. Die Proben werden fiir 7 bis 8§ Wochen in vivo belassen und
anschlieBend radiologisch und histologisch die de novo Knochenbildung bewertet. Die
Allotransplantate in der Abdominalregion haben einen diinnen Rand neugebildeten Knochens, der
von einem fibrotischen Kern umgeben war. Die Allotransplantate in der Brustregion sind vollig
absorbiert und durch neugebildeten Knochen ersetzt. Diese Studie zeigt die bedeutende Rolle des
Periosts in diesem Prozess. Fotuhi et al. (2007) untersuchen die Wirkung der intracoronaren
Verabreichung frisch isolierter ADSC auf die Induktion von Arrhythmien nach einem kiinstlich
erzeugten myocardialen Infarkt in einem experimentellen Schweinemodell. In die Infarktarterie
wird bei der Hélfte der Tiere eine Zellsuspension mit frisch isolierten ADSC eingespritzt. Trotz der
vergleichbaren Infarktgrole in beiden Gruppen zeigt sich, dass die Zyklusldnge der kiinstlich
erzeugten ventrikuldren Arrhythmien in der ADSC-behandelten Gruppe im Vergleich zu den
Kontrolltieren bedeutend langer ist. Die Autoren finden ebenfalls heraus, dass Extrastimuli fiir die
Induktion der Arrhythmien in der mit ADSC behandelten Gruppe im Vergleich zu den
Kontrolltieren erforderlich sind. Daraus folgern sie, dass die frisch isolierte autologe
Stammzelltherapie nicht arrhythmisch in Schweinen wirkt. Rigol et al. (2010) untersuchen
histologische und funktionelle Effekte von ADSC nach Implantation in Myokardinfarktregionen
von Schweinen. Es ist die erste Studie, um eine intracoronare und transendocardiale Verabreichung
von autologen ADSC in einem Schweinemodell des Myokardinfarktes zu vergleichen. Beide Wege
der ADSC Verabreichung sind durchfiihrbar, beide Methoden ergeben eine dhnliche Zahl von
transplantierten und differenzierten ADSC in der Infarktregion, obwohl eine intracoronare
Verabreichung durch eine erhohte Neovaskularisation wirksamer ist. Liu et al. (2009) isolieren
ADSC aus subkutanem caninem Fettgewebe, kultivieren diese und induzieren eine osteogene
Differenzierung in vivo, danach werden sie auf scaffolds, welche aus dem Exoskelett von Korallen
bestehen, aufgebracht. Es werden bilaterale Schidelknochendefekte (20mm x 20mm) erzeugt und
mit scaffolds (Kontrollgruppe) und mit ADSC besiedelten scaffolds (experimentelle Gruppe)
bestiickt. Radiologische, biomechanische und histologische Untersuchungen der Defektregionen

folgen, um die Knochenregeneration zu bewerten. Die Auswertung der CT-Bilder zeigt, dass neuer
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Knochen in der experimentellen Gruppe innerhalb 12 Wochen nach der Implantation gebildet wird,
wihrend in der Kontrollgruppe eine erniedrigte Knochenneubildung festgestellt wird. Die
histologische Untersuchung der Defektregion zeigt, dass der Defekt durch ein typisches
Knochengewebe in der experimentellen Gruppe geschlossen wird, wéhrend nur eine minimale

Knochenbildung mit faserigen Verbindungen in der Kontrollgruppe vorhanden ist.

2.2. Knochenbildung

Knochen iibernehmen im Korper vielféltige Funktionen. Sie bilden das Skelett, sind Ansatzstellen
fiir Skelettmuskeln, bilden die kndchernen Grundlagen der Brust- und Beckenhdhle, schliefen
blutbildende Organe ein und sind Depot fiir Teile des Mineralstofthaushaltes des Korpers. Jedoch
ist Knochen entgegen der verbreiteten Meinung eine sehr dynamische Struktur die einem stindigen
Umbau unterliegt. Dieser Umbau ermoglicht es dem Knochen sich nach einer Fraktur selbst zu
reparieren und sich den Kriften die auf ihn wirken anzupassen (Datta et al. 2008). Das Baumaterial
fiir den Bewegungsapparat entstammt dem mittleren Keimblatt, dem Mesoderm, aus dem sich
Ursegmente und Sklerotome mit Skelettbildungszellen entwickeln und der Anlage des Skeletts
dienen (Nickel et al. 2003). Die im Knochen vorherrschenden Zellen sind Osteoblasten, Osteozyten
und Osteoklasten.

Knochengewebe tritt als Geflecht- oder Faserknochen und als Lamellenknochen auf. Die
Knochenbildung erfolgt auf zweierlei Art, spricht man von einer desmalen bzw. primdren oder
direkten Ossifikation, so entsteht Knochengewebe direkt aus dem mesenchymalen Bindegewebe
ohne knorplige Zwischenstufen. Die Knochenbildung filhrt zu  Entstehung des
Bindegewebeknochens z.B. auch in der Knochenbruchheilung. Wird zuerst ein Knorpelmodell
gebildet, dieses schrittweise abgebaut und durch Knochengewebe ersetzt, wird diese Art der
Knochenbildung chondrale bzw. sekundire oder indirekte Ossifikation genannt. Wéhrend der
weiteren Entwicklung des Knochens wird der entstehende ,unreife” Geflechtknochen wieder
abgebaut und durch einen ,reifen” Lamellenknochen ersetzt (Liebich et al. 2003). Wiahrend der
desmalen Ossifikation wandeln sich pluripotente mesenchymale Stammzellen in die sogenannten
Osteoprogenitorzellen um, welche nicht mehr zur Selbsterneuerung fahig sind und deren
Differenzierungspotential nur noch die Bildung von Knochen-, Knorpel-, und Fettzellen erlaubt.
Aus ihnen entstehen iiber die Zwischenstufe der Priosteoblasten die Osteoblasten (Long 2001).
Diese produzieren Kollagenfasern Typ 1, nichtkollagene Proteine und Glykosaminoglykane bzw.
Proteoglykane (Osteoid) (Raggatt und Partridge 2010). Osteoblasten mauern sich durch die

fortlaufende Synthese einer unverkalkten Knochenmatrix schrittweise ein und distanzieren sich
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voneinander, bleiben jedoch durch ihre Zellfortsdtze in Kontakt. Allméhlich erfolgt die
Mineralisierung der Knochengrundsubstanz, aus Osteoblasten werden Osteozyten (Datta et al.
2008). Die Osteozyten befinden sich in Knochenzellhdhlen, wo sie von Ossein umgeben sind. Die
Knochenmatrix schlielt weitgehend ungeordnete Kollagenfasern ein. Der Beginn der desmalen
Ossifikation ist stark verbunden mit der Einsprossung von Blutkapillaren in das Bindegewebe, da
die Gefde zusitzliches mesenchymales Bindegewebe mit sich fithren. So kann das
Knochengewebe friihzeitig stoffwechselaktive Aufgaben iibernehmen (Liebich et al. 2003). Der
hyaline Knorpel dient wéihrend der chondralen Ossifikation in erster Linie als Platzhalter und
Leitstruktur. Gleichzeitig ist der hyaline Knorpel Grundlage fiir das Langenwachstum des
Knochens. Diese Funktion wird erst mit dem Schluss der Epiphysenfuge beendet (Schnorr und
Kressin 2006). Man unterscheidet wiahrend der chondralen Knochenbildung eine perichondrale und
eine enchondrale Ossifikation (Liebich et al. 2003). Die perichondrale Ossifikation lduft dhnlich der
desmalen Knochenbildung ab. Dabei wandeln sich Chondroblasten des Knorpelmantels
(Perichondrium) unmittelbar in Osteoblasten um. In der Mitte der spidteren Diaphyse des
Rohrenknochens beginnt die Transformation von Bindegewebe in osteogenes Gewebe
(Knochenmanschette). Das Periost entwickelt sich aus dem Perichondrium, die Verkncherung der
Diaphyse setzt sich in Richtung Epiphyse fort (Hartmann et al. 2009). Diese kndcherne
Ummantelung beeinflusst nachhaltig negativ den Stoffwechsel des umschlossenen hyalinen
Knorpels und der zugehorigen Chondrozyten. In Folge verkalkt die Knorpelmatrix durch
hypertrophieren und degenerieren der Chondrozyten. Gleichzeitig sprossen durch die
Knochenmanschette Gefdlle in den Knorpel, welche Chondroklasten in die verkalkte Zone bringen
und den Knorpel auflosen. In den entstandenen Freiraum dringen Blutkapillaren und Bindegewebe.
Der vormals vorhandene Knorpel wird vollstindig abgebaut, es beginnt die enchondrale
Ossifikation (Verknocherung) (Schiebler und Korf 2007). Unter stindigem Auf- und Abbau von
Knochengewebe entwickelt sich die primare Markhohle. Diese wird in zunehmendem Maf3 durch
die Umwandlung des Bindegewebes in hdmaretikulires Gewebe zum sekunddren Mark (rotes
Knochenmark). Schon sehr friih werden nun die Chondrozyten durch die periphere
Knochenmanschette gezwungen, sich sdulenartig anzuordnen. Unter gleichzeitiger mitotischer
Vermehrung der Chondrozyten tritt ein Langenwachstum des Knorpels und damit des spéteren
Knochens ein (Liebich et al. 2003). Die Vorgiange des enchondralen Umbaus des Knorpelgewebes,
seines allmdhlichen Abbaus und der Neubildung von Knochengewebe aus mesenchymalem

Bindegewebe sind besonders an den Epiphysenplatten (Metaphysen) zwischen der Diaphyse und
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der Epiphyse eines Rohrenknochens sichtbar. Hier lassen sich verschiedene Zonen voneinander
trennen. In der Reservezone liegen Chondrozyten in charakteristischer Anordnung vor, diese
Chondrozyten beginnen sich vermehrt in der Proliferationszone in Richtung Markhdhle zu teilen
und ordnen sich zu Sédulen in der Sdulenknorpelzone an. AnschlieBend vergroBern sich in der
Blasenknorpelzone die Chondrozyten. Die Kalzifizierung der Knorpelmatrix wird in der
Verknocherungszone abgeschlossen. Der Abbau der Chondrozyten durch Chondroklasten setzt sich
in der Er6ffnungszone fort (Schnorr und Kressin 2006). Durch Gefdfle gelangen Osteoblasten in die
erweiterten Hohlrdume des Knochens und legen sich noch nicht verkalkten Knorpelresten an. Die
Neubildung von Knochengrundsubstanz setzt ein. Der primir gebildete Geflechtknochen wird
allmdhlich durch den definitiven Lamellenknochen ersetzt (Liebich et al. 2003). Die grof3en,
unregelméBig geformten, mehrkernigen Zellen, die sich auf der Oberfliche der mineralisierten
Matrix befinden, nennt man Osteoklasten. Diese Riesenzellen zersetzen die Knochengrundsubstanz
durch ihre proteolytischen Enzyme. Der Gesamtprozess der Knochenentwicklung unterliegt einer
fein abgestimmten hormonalen Kontrolle. Dabei entfalten Calcitonin (Hemmung der
Osteoklastentétigkeit), Parathormon und 1,25-Dihydroxy-Cholecalciferol (Stimulierung der
Osteoklasten) ihre Wirkung (Weyrauch et al. 1998).

2.3. Knochenaufbau

Rein deskriptiv lassen sich lange Rohrenknochen, platte und breite Knochen, kurze Knochen und
Sesambeine unterscheiden. Der fertig entwickelte Knochen besteht zu einem Drittel aus organischer
Grundsubstanz, dies sind zu 90% Kollagenfasern Typ 1, und zu zwei Drittel aus anorganischem
Material, in dem Kalziumphosphat mit 85%, Kalziumkarbonat mit 10%, Magnesiumphosphat mit
1,5% und Kalziumfluorid mit 0,3% vertreten sind (Liebich et al. 2003). Diese Mineralien liegen als
kristalline Raumgitter (Hydroxylapatit) Kollagenfasern au3en an, umgeben von proteoglykanreicher
Grundsubstanz (Raggatt und Partridge 2010). In der Histologie unterscheidet man Geflechtknochen
oder Faserknochen von Lamellenknochen. Beide weisen qualitativ die gleiche, zelluldre,
kollagenfaserige und mineralisierte Zusammensetzung auf, sie unterscheiden sich lediglich in der
Quantitdt dieser Bestandteile. Der Geflechtknochen ist zellreich und die Osteozytenverteilung ist in
der knochernen Matrix ungeordnet. Ein unregelméBig geformtes Geflecht aus fein- und
grobfibrilldre Kollagenfaserbiindeln durchzieht die geformte Grundsubstanz. Der Geflechtknochen
schlieBt weniger anorganische Substanzen ein (Hartmann et al. 2009). Der durch die parallel oder
konzentrisch angeordneten Kollagenfasern gekennzeichnete Faserknochen wird wihrend der

embryonalen Entwicklung angelegt und nach der Geburt rasch durch Lamellenknochen ersetzt. Die
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strukturelle Grundlage des Lamellenknochens ist das Osteon (Havers-System), das aus Zentralkanal
(Havers-Kanal), gefiillt mit mesenchymalem Bindegewebe einem Gefdl und vegetativen Nerven
gebildet wird, sowie einer unterschiedlichen Anzahl konzentrischer Knochenlamellen, die von
Kollagenfasern und mineralisierter Knochenmatrix gebildet werden. Osteozyten liegen in
regelmifBiger Anordnung stets zwischen den konzentrisch geschichteten Lamellen um den
Zentralkanal. Die starke Vaskularisierung des Knochens ist nicht zuletzt auf die Volkmann-Kanéle
zurlickzufiihren, liber die die Haversgefidle miteinander in Verbindung stehen. Der Knochen wird
so zu einem stark vaskularisierten Gewebe (Rohen und Liitjen-Drecoll 2000). Das Mittelstiick des
Knochens wird von dem die Markhohle umschlieBenden starken Knochenmantel (Substantia
compacta) gebildet, wihrend die Knochenenden von einer diinnen kompakten Knochenrinde
(Substantia corticalis) liberzogen sind unter der eine an einen feinporigen Schwamm erinnernde, aus
feinen, makroskopisch sichtbaren Bauelementen zusammengesetzte Schwammsubstanz (Substantia
spongiosa) liegt. Das Periost ist durch Sharpey-Fasern mit dem Knochen verbunden und enthélt zu-
und abfithrende Versorgungsbahnen und der Regeneration des Knochengewebes dienende
Ruhestadien entsprechend potente Bindegewebezellen (Abbildung 1). Fiir die Blutgefaversorgung
kommen das medullére, das epiphysire und das apophysire sowie das periostale Blutgefalsystem

in Betracht (Liebich et al. 2003; Nickel et al. 2003).
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Havers-Gefiif
Endost
Huvers-g;sttBec:: innere Grundlamelle
iiufiere Grundlamelle
Schaltlamelle Volkmann-Gefifs
Speziallamelle mit
Osteozyten
i Periost mit
Hoeatie Stratum cambium und
Volkmann-Gefifl Stratum fibrosum
iiuBere Grundlamelle
Periost mit Volkmann-Gefiif
Stratum cambium und
Stratum fibrosum
Volkmann-Gefif
Periost mit
Stratum cambium und
Stratum fibrosum

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Ausschnitts aus der Substantia compacta der
Diaphyse eines Rohrenknochens. Quelle: Liebich (2003). “Funktionelle Histologie der
Haussdugetiere. Lehrbuch und Farbatlas fiir Studium und Praxis.” 4. Auflage Schattauer Verlag, S.
93.

2.4. Frakturklassifikation

Frakturen gliedern sich anhand ihrer Atiologie in traumatische (Einwirkung #uBerer Krifte),
pathologische Frakturen (z.B. hervorgerufen durch Knochentumore oder Osteomyelitis) und
Stressfrakturen, bei durch Mikrotraumen vorgeschidigten Knochen. Bei der Lokalisation einer
Fraktur wird der betroffene Bereich (Diaphyse, Metaphyse, Epiphysenfuge, Epiphyse, Apophyse)
beschrieben. Bei Gelenkbeteiligung wird die Fraktur als artikuldr bezeichnet (Hecht 2008).
Weiterhin sind komplette Frakturen durch vollstindigen Verlust der Kontinuitit eines Knochens
gekennzeichnet, wihrend bei inkompletten Frakturen ein Teil des Knochens sowie das bedeckte
Periost intakt bleiben. Geschlossene Frakturen sind von Weichteilgewebe bzw. Haut bedeckt und
vor Infektionen geschiitzt, wohingegen es bei offenen Frakturen (Grad 1-4) zu Kontakt mit der

Auflenwelt kommt (Breusch 2009). Frakturen konnen auf Grundlage der Anzahl der
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Frakturfragmente und Verlauf der Frakturlinien unterteilt werden (Hecht 2008). Hierbei werden
einfache Frakturen als Transversal-, Schrig-, oder Spiralfrakturen von komplexen Frakturen wie
Triimmer- oder Splitterfrakturen bzw. Stiickfrakturen mit mehr als zwei Bruchstiicken
unterschieden. Zusétzlich werden Abrissfrakturen als Resultat von Sehnenabrissen und Stauchungs-

oder Kompressionsfrakturen nach kompressiver Gewalteinwirkung unterschieden (Hecht 2008).

2.5. Frakturheilung

Voraussetzung fiir eine komplikationslose Frakturheilung sind die Ruhigstellung der Fraktur, ein
enger Kontakt der Fragmente und eine ausreichende Durchblutung und Weichteilabdeckung
(Berchtold 2008). Werden diese Bedingungen etwa durch eine stabile Osteosynthese ideal erfiillt, so
heilt die Fraktur direkt bzw. primir, d.h. ohne den Umweg {iber ein narbiges Zwischengewebe
(Kallus) (Horch 2006). Wird eine Fraktur der Spontanheilung iiberlassen oder sind eine oder
mehrere der oben genannten Voraussetzungen nicht oder nur unvollstindig gegeben, bildet sich
zwischen den Fragmenten und um sie herum iiberschiessend Kallusgewebe, welches dann
allmdhlich zu Knochengewebe differenziert wird, somit heilt die Fraktur indirekt bzw. sekundir
(Berchtold 2008). Bei der direkten Frakturheilung unterscheidet man die Kontaktheilung von der
Spaltheilung (Griinbaum und Schimke 2006). Ist die Fraktur durch eine Osteosynthese in
anatomischer Stellung, ohne Distanz im Frakturspalt sicher fixiert, so kommt es zur
Kontaktheilung. Osteoblasten- und Osteoklastentdtigkeit laufen parallel ab, so dass keine
Resorptionsrdaume entstehen. Neu gebildete Osteone wachsen iiber den Frakturspalt in die
gegenseitige Kortikalis ein (Krdmer et al. 2007). Ist der Frakturspalt, bei stabiler Osteosynthese,
nicht vollstindig geschlossen, so kommt es zur sogenannten Spaltheilung. Hier wird der verbliebene
Spalt vom Periost und Endost zunédchst mit Geflechtknochen aufgefiillt und dann sekundér in
lamelldren Knochen umgewandelt, der dann in kortikalen Knochen mit Havers'schen System
umgebaut wird. Auch hier ist kein duBlerer Kallus sichtbar (Krdmer et al. 2007). Eine Spaltheilung
tritt bei stabiler Osteosynthese bis zu einer Spaltbreite von 0,8 mm auf. Die sekundire
Knochenheilung zeichnet sich durch drei Phasen aus. Es kommt nach der im Frakturbereich
entstechenden Blutung zur Entziindungsphase, Immigration und Proliferation von Fibroblasten,
Endothelzellen und Makrophagen und zur Granulationsgewebebildung. In der Reparationsphase
verbinden Binde- und/oder Knorpelgewebe (als Kallus) zundchst die Fragmentenden und
nekrotischer Knochen wird resorbiert. Der Knorpel mineralisiert und wird dann durch
Knochengewebe ersetzt. Es schlie3t sich die kndcherne Konsolidierung und die Remodellingphase,

entsprechend der Belastung des Knochens an (Kramer 2004).
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2.6. Frakturheilungsstorungen

Zahlreiche Faktoren konnen Einfluss auf den Heilungsprozess nehmen. Das Alter des Patienten ist
ausschlaggebend fiir die Dauer einer Frakturheilung (Schmit-Neuerburg 2001). Wihrend eine
unkomplizierte diaphysdre Fraktur bei einem sehr jungen Patienten in wenigen Wochen klinisch
geheilt sein kann, kann der Heilungsprozess bei einem é&lteren Patienten mehrere Monate in
Anspruch nehmen (Hecht 2008). Weiterhin spielt die Lokalisation der Fraktur und die Apposition
der Frakturfragmente eine Rolle, d.h. Triimmerfrakturen bzw. komplizierte dislozierte Frakturen
haben eine schlechtere Heilungstendenz (Hecht 2008). Jegliche Beeintrachtigung der vaskuldren
Versorgung des betroffenen Knochens z.B. Weichteiltraumen, Verletzungen des Periosts oder
chirurgische Implantate konnen die Frakturheilung behindern. Instabilitét resultiert in verzogerter
oder sogar ausbleibender Frakturheilung. Betroffene Patienten zeigen oft iiberschieende
Kallusbildung im Frakturbereich, jedoch ohne Tendenz zur Uberbriickung des Frakturspaltes.
Héaufig sind Mobilitdt im Frakturbereich und Implantatlockerung miteinander vergesellschaftet
(Hecht 2008). Bei offenen Frakturen und bei Osteomyelitis ist die Frakturheilung signifikant
beeintrichtigt. Pathologische Frakturen haben eine schlechte oder gar keine Heilungstendenz, je
nach zugrunde liegender Knochenerkrankung. Manche von der Fraktur unabhéngige Erkrankungen
und Medikamente wie z.B. Kortikosteroide, konnen den Heilungsprozess ebenfalls negativ
beeinflussen (Hecht 2008). Ist eine Konsolidierung des kortikalen Knochens fiir eine physiologische
Belastung nach 20-24 Wochen nicht erkennbar, spricht man von einer verzdgerten Heilung oder
delayed Union. Ursachen dieser verzogerten Heilung konnen eine zu starke Fixation, eine
Osteomyelitis, ein Hyperparathyreoidismus oder Kortikosteroide sein (Berchtold 2008). Ist eine
Fraktur auch nach Ablauf von 8 Monaten nicht verheilt, so liegt nach allgemeiner Ubereinkunft eine
Pseudarthrose oder Nonunion vor (Grifka und Kuster 2011). Unter dem Begriff Pseudarthrose
versteht man im engeren Sinne eine falsche Gelenkbildung oder die fehlende Kallusbildung iiber 8
Monate hinaus. Mogliche Ursachen konnen eine starke Dislokation, die Interposition von
Weichteilen in den Frakturspalt, eine hochgradige Distraktion, eine mangelhafte Ruhigstellung oder
eine fehlende Kallusbildung sein (Berchtold 2008). Unterschieden werden diese Pseudarthrosen,
basierend auf der rontgenologisch nachgewiesenen Menge an Kallus in eine hypertrophe Form mit
einem hochgradig ausgebildeten periostalen Kallus (Elefantenful3), eine oligotrophe Pseudarthrose
mit einer geringen Kallusbildung und eine atrophe Form ohne Kallusbildung (Krdamer et al. 2007).
Bei einer Fehlheilung bzw. Malunion kann die korrekte anatomische Ausrichtung des Knochens

nicht erreicht bzw. aufrechterhalten werden (Fossum 2008).
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2.7. Knochenersatz: Forschungsstand

Die Frakturheilung ist ein biologischer Prozess, der nach einem Knorpel- und Knochenschaden den
Gewebezusammenhang fiir die Funktionalitidt wiederherstellt. Primdre Erwartung des betroffenen
Patienten sind die Korrektur und Wiederherstellung der gestorten Funktion. Es gibt unterschiedliche
MaBnahmen, die zu einer addquaten Frakturheilung fiihren. Die konservative Behandlung, kann je
nach Frakturtyp eine vollwertige Frakturversorgung darstellen. Demgegeniiber steht die
Osteosynthese z.B. mittels Platten, Marknagel, Fixateur externe oder Verriegelungsnagel und die
Osteosynthese unter Zuhilfenahme von Knochenersatzstoffen. Knochenersatzstoffe konnen nach
Implantation strukturelle Elemente oder deren Teilfunktion ersetzen und sollen allein oder
zusammen mit anderen Substanzen den Knochenheilungsprozess fordern (Rueger et al. 2010). Weil
Ersatzmaterialien nach der Implantation eine Reaktion des Korpers hervorrufen, sind sie streng
genommen alle bioaktiv. Wihrend eine entziindliche Immunantwort nicht gewiinscht ist, sollen
Knochenersatzmaterialien die Knochenneubildung unterstiitzen (Schieker et al. 2008). Man
unterscheidet osteogenetische, osteoinduktive und osteokonduktive Eigenschaften der Ersatzstoffe
(Rueger et al. 2010). Dabei sind osteogenetische Materialien solche, die lebende Zellen beinhalten,
welche zu Knochen differenzieren konnen. Osteoinduktive Substanzen stimulieren lokale oder
applizierte Zellen zur Osteoblastendifferenzierung und somit zur Knochenneubildung.
Osteokonduktive Knochenersatzmaterialien dienen als Leitstruktur, wobei der neu gebildete
Knochen an der Oberfliche der Ersatzmaterialien entsteht (Schicker et al. 2008). Von
Knochentransplantaten und -ersatzstoffen wird eine Vielzahl von Funktionen erwartet, welche
gegenwiértig noch von keinem synthetischen Material befriedigend erfiillt werden kann. Die Ziele,
die mit Biomaterialien fiir den Knochenersatz erreicht werden sollen, gehen iiber den einfachen
Ersatz des korpereigenen Gewebes durch ein kiinstliches Implantat hinaus. Es wird angestrebt, die
Knochenheilung in Bezug auf die Menge des neugebildeten Knochens, die Qualitdt des
neugebildeten Knochens und die Dauer, positiv zu beeinflussen bzw. zu beschleunigen  (Rueger
1998). Gleichzeitig soll ein mechanisch gut belastbares Implantat entwickelt werden (Biichter et al.
2004). Sollte es gelingen, die knécherne Reparation bereits in Bezug auf die beiden ersten Punkte
zu fordern, so konnte dies zu einer Verbesserung der Knochenmasse und deren Reife am Defektort
fiihren und wiirde den individuellen Heilungsablauf giinstig beeinflussen. Eine Beschleunigung der
Knochenheilung durch ein Knochenersatzmaterial hitte neben der individuellen eine grof3e
volkswirtschaftliche Bedeutung, da es in der Folge zu einer deutlichen Reduktion der

Behandlungskosten wéhrend der stationdren und ambulanten Therapie kommen wiirde. Die
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Entwicklung eines belastbaren Implantats wiirde das operative und technische Vorgehen deutlich
erleichtern (Rueger 1998). SchlieBlich sollte langfristig ein Umbau des Transplantats bzw.
Implantats (Remodelling) erfolgen. Menschlicher Knochen unterliegt einem stdndigen Umbau, der
unter physiologischen Bedingungen zu einem vollstindigen ,,furn-over innerhalb von 3—6 Monaten
(spongidser Knochen) bzw. 6-12 Monaten (kortikaler Knochen) fiihrt. Das optimale
Knochentransplantat sollte in diesen Prozess mit einbezogen werden, ohne in dieser Zeit seine
mechanische Integritét zu verlieren (Hutmacher et al. 2007). Voraussetzung filir den anzustrebenden
Knochenautbau ist also bei Erhaltung der Stabilitdt, die Resorption des Aufbaumaterials simultan
zur korpereigenen Knochenneubildung (Horch und Pautke 2006). Zur Erlangung der
Osteokonduktion sollte das Knochentransplantat bzw. Knochenersatzmaterial eine pordse Struktur
aufweisen, die sowohl osteoblastdren als auch osteoklastiren Zellen eine Migration aus dem
Knochenlager ins Transplantat erlaubt, hierfiir werden Porengréf8en von 150-600 pm angegeben,
welche damit trabekuldren Strukturen nahe kommen (Stiehler et al. 2009). 2,2 Millionen
Knochenersatztransplantationen werden jahrlich weltweit durchgefiihrt, um Knochendefekte in der
Orthopéddie, Neurochirurgie und Zahnheilkunde zu versorgen (Lewandrowski et al. 2000). Die
Behandlung groBer Knochendefekte stellt seit iiber hundert Jahren eine Herausforderung fiir den
orthopddischen und traumatologisch tdtigen = Chirurgen dar. Der Gebrauch von
Knochenersatzstoffen kann in verschiedenen chirurgischen Disziplinen einschlieBlich der Chirurgie
des Kopfes, der Zahnheilkunde und der langen Rohrenknochen angezeigt sein. Fiir den klinischen
Erfolg bei der Anwendung von Knochentransplantaten bzw. -ersatzstoffen sind neben der
biologischen Wertigkeit des Materials selbst die primir erreichbare Stabilitit und auch die Vitalitét
des Knochenlagers von groer Bedeutung (Bernstein et al. 2009). Der Gebrauch von
Knochenersatzmaterialien in der Veterindrchirurgie ist derzeit noch gering, aber aufgrund von
grolen Erfolgen in der Humanmedizin ist mit dhnlich neuen chirurgischen Techniken fiir die
Veterindrchirurgie in naher Zukunft zu rechnen. Angeborene Knochendefekte wie Gaumenspalten
werden sowohl bei Menschen wie auch beim Tier gefunden. Knochenersatzstoffe spielen eine
wichtige Rolle in der Spaltreparatur (Tollefson et al. 2008). Die Rekonstruktion von erworbenen
oder angeborenen groflen Knochendefekten im Mund-, Kiefer-, und Gesichtsbereich ist ein weiteres
Einsatzgebiet fiir Knochenersatzstoffe. Trotz des betrdchtlichen Fortschritts, welcher im Bereich der
Knochenregeneration gemacht worden ist, sind diese Knochendefekte eine chirurgische
Herausforderung (Vertenten et al. 2010). Der Einsatz von Knochenaufbaumaterialien ist dagegen in

der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie wesentlich verbreiteter als in anderen Fachgebieten. Im
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Hinblick auf die verwendete Menge pro Patient ist der Verbrauch aber deutlich geringer. Dabei ist
die zukiinftige Entwicklung von der allein prothetischen hin zur implantatgestiitzten
Zahnversorgung zu beachten. In der Bundesrepublik Deutschland gibt es jahrlich ca. 14 Millionen
Zahnverluste. Zur prothetischen Versorgung von zahnlosen und teilbezahnten Patienten stellen
zahnérztliche Implantate heute ein allgemein anerkanntes Therapiemittel dar. Die Anzahl inserierter
Implantate in Deutschland stieg von 200.000 im Jahr 2001 auf iiber 400.000 im Jahr 2003 mit
weiter steigender Tendenz (Horch und Pautke 2006). Bedingung fiir das Setzen eines Implantates ist
das Vorhandensein eines ausreichenden Knochenangebotes und fiir die erfolgreiche Insertion des
Implantates die ausreichende Primarstabilitit (Koeck und Wagner 1996). Der Gebrauch von
Knochenersatzstoffen in der Zahnheilkunde beschriankt sich also nicht nur auf die Reparatur von
Knochendefekten, sondern auch auf die Moglichkeit eine kndcherne Grundlage fiir zukiinftige
Implantate zu schaffen (Babbush 2001). Ein zahnloser oder teilzahnloser Kiefer ist ebenfalls bei
kleinen Haustieren bekannt. Der Verlust von Zihnen und das Altern veranlasst eine
Knochenresorption, aus der eine progressive Resorption des Kiefers resultiert. Die Rehabilitation
dieses Kiefers mit Zahnimplantaten ist ohne Knochenersatz oft nicht mdglich (Bettega et al. 2009).
Die Anwendung des Knochenersatzes wird in der Tierzahnheilkunde sowohl fiir Hunde als auch fiir
Katzen beschrieben, um die alveolare Knochenhdhle zu bewahren oder um eine Kieferstabilitdt im
Anschluss an Zahnextraktionen wieder herzustellen (Marretta 2002; Bellows 2004).
Knochenersatzstoffe konnen verwendet werden, um grofle Knochendefekte nach Traumen,
Korrekturosteotomien, Osteotiden oder Tumorresektion zu iiberbriicken, um dadurch z.B. die
Kontinuitdt eines Rohrenknochens wieder herzustellen (Slatter 2003). Insbesondere in der
Revisionsendoprothetik groBer Gelenke (v. a. Hiifte und Knie) ist, bedingt durch die steigende
Anzahl primédrer Versorgungen, eine zunehmende Problematik zu erwarten. Die Lockerung von
Endoprothesen geht insbesondere bei mehrjdhrigen Verldufen ohne adédquate Kontrollen haufig mit
groBBen knochernen Defekten einher. In diesen Situationen ist die Verfiigbarkeit eines biologisch
und mechanisch moglichst hochwertigen Knochentransplantates zur Auffiillung der entstandenen
Defekte wiinschenswert. Zwei unterschiedliche Probleme miissen jedoch hierbei beriicksichtigt
werden: zum FEinen weisen diese periprothetischen Knochendefekte aufgrund von
Fremdkorperreaktionen und der damit einhergehenden Entziindungs- und Destruktionsvorginge oft
eine erhebliche Grofle (bis hin zur Beckendiskontinuitit) und eine nur sehr eingeschrédnkte
biologische Regenerationsfdahigkeit auf. Zum Anderen konnen weitere ungiinstige Faktoren, wie ein

hohes Alter der Patienten, begleitende Stoffwechselerkrankungen und die oft nur eingeschrankt
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mogliche postoperative Entlastung, die addquate Einheilung von Transplantaten bzw.
Knochenersatzstoffen gefahrden (Bernstein et al. 2009). Man unterscheidet bei den Biomaterialien

zum Knochenersatz folgende Klassen (Rueger 1998):

1. biologisch organische Substanzen

2. synthetische anorganische Materialien
3. synthetische organische Verbindungen
4. Komposite.

Diese Klassifizierung beruht auf der Tatsache, dass alle biologischen Materialien fiir den
Knochenersatz erstmalig aus der organischen Phase des Knochengewebes gewonnen werden,
wogegen die synthetischen, anorganischen Knochenersatzmittel aus der anorganischen Phase des
Knochens gewonnen werden. In der Klasse der synthetisch organischen Verbindungen werden
organische Polymere und deren Kombinationen zusammengefasst, wogegen in der Klasse 4 alle
Komposite, d. h. Mischungen bzw. Kombinationen von Substanzen der Klassen 1, 2 und 3 erfasst
werden. Die 1. Klasse ldasst sich wie folgt aufgliedern (Rueger 1998): Knochenmatrizes,
Knochenmatrixextrakte, extrahierte Knochenwachstumsfaktoren wie z.B. das bovine BMP (Urist et
al. 1982) oder Knochenwachstumsfaktoren wie das rh-BMP-2 (Rosen et al. 1989) oder das OP 1
(Lacroix 1945) und chemotaktische Faktoren. Die Klasse der synthetischen, anorganischen
Verbindungen wird eingeteilt in monophasische synthetische Verbindungen, hydrothermal aus
Korallen bzw. Algen iiber einen Umwandlungsprozess produzierte Hydroxylapatitkeramiken, aus
bovinem Knochen gewonnene Hydroxylapatitkeramiken, mehrphasische
Kalziumphosphatkeramiken, Biogléser oder mehrphasische Glaskeramiken und
kalziumphosphathaltige Knochenzemente (Schieker et al. 2008). Die Klasse der synthetisch,
organischen Verbindungen, sind erst in den letzten Jahren auf ihre Einsatzmdglichkeit als
Knochenersatzstoffe iiberpriift worden, erfordert aufgrund der chemischen Zusammensetzung der in
ihr enthaltenen polymeren Verbindungen eine Unterteilung in die Untergruppen Polyester,
Polyanhydride, Polyorthoester und Polyphosphazene (Rueger 1998). Eine Aufgliederung der
Komposite erscheint nicht moglich. Komposite vereinigen Geriisteigenschaften mit biologischen
Elementen, um die Zellproliferation und Differenzierung zu stimulieren (Rueger 1998). Die meisten
anorganischen Knochenersatzmaterialien sind vornehmlich osteokonduktiv. Osteoinduktive
Eigenschaften besitzen z.B. die rekombinant hergestellten Wachstumsfaktoren BMP-2 und BMP-7
und in geringem Mall auch manche biologisch, organischen Knochenersatzmaterialien wie

demineralisierte Knochenmatrixpréparate. Durch Kombination von osteokonduktiven und
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osteoinduktiven Materialien zu Kompositen versucht man verbesserte Materialeigenschaften zu
erreichen. In dieser Gruppe sind so unterschiedliche Kombinationen wie Metallspongiosa
zusammen mit autologem Knochen bzw. synthetisches Hydroxylapatit in Verbindung mit bovinem

Kollagen anzutreffen (Rueger 1998; Schieker et al. 2008).

2.7.1. Autologe Knochentransplantate

Unter einem autologen Transplantat versteht man ein Stiick korpereigenes Gewebe, welches von
einer an eine andere Stelle des Korpers desselben Individuums transplantiert wird. Autologer
Knochen ist der Goldstandard des Knochenersatzes (Giannoudis et al. 2005), er wird verwendet um
Frakturheilung zu fordern und als strukturelle Stiitze in der rekonstruierenden Chirurgie. Die
Anzahl der Knochentransplantationen in Deutschland betrdgt im Jahr ca. 75.000 (Jerosch et al.
1990). Das autologe Knochentransplantat ist dabei von den absoluten Mengen betrachtet in der
Orthopddie und Traumatologie immer noch dominierend. Die Ergebnisse von autologer
Knochentransplantation sind berechenbarer als der Gebrauch von allogenen bzw. xenogenen
Transplantaten oder synthetischer Knochenersatzstoffe, da autologe Knochentransplantate
osteoinduktive, osteokonduktive und osteogene Eigenschaften zur Verfiigung stellen und keine
immunologischen Reaktionen hervorrufen. Daher werden sie in der Regel komplikationslos in die
Defektregion eingebaut. Dennoch besteht die Gefahr der Ubertragung von Krankheitserregern von
der Spender- auf die Empfangerregion (Rueger et al. 2010). Man unterscheidet spongidse
Knochentransplantate aus der Metaphysenregion mit vielen Knochenbilkchen und lebenden Zellen,
von kortikalen Transplantaten aus &uflerem kortikalem Knochen mit struktureller Festigkeit.
Kortikospongiose Transplantate bestehen aus beiden Elementen (Slatter 2003). Spongiosa ist wegen
threr schwammartigen Struktur mit interkonnektiver Porositdt osteokonduktiv. Sie fordert das
appositionelle Knochenwachstum auf der Oberfliche und bietet dem Transplantatlager ein
aufnahmefédhiges Geriist, das eine verstirkte Knochenbildung ermoéglicht. Die meisten der
transplantierten Zellen sterben oder vollziehen die Apoptose. Die Spongiosa enthélt dariiber hinaus
Knochenmarkanteile mit noch wenig ausdifferenzierten Vorlduferzellen. Diese mit der Spongiosa
iibertragenen lebenden Zellen besitzen die Féhigkeit, bei entsprechender Stimulation und
Differenzierung zu knochenbildenden Zellen auszureifen. Damit hat die Spongiosa eine osteogene
Potenz (Horch und Pautke 2006). Im Knochendefekt eingebracht, haben nur die knochenbildenden
Zellen eine Uberlebenschance, die direkt dem ernihrenden Lagerknochen anliegen. Die zentral
liegenden Spongiosatransplantatanteile werden verzogert revaskularisiert. Folglich ist die osteogene

Potenz des Spongiosatransplantates lokal begrenzt (Merten et al. 2003). Was die funktionelle
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Qualitdt der Regenerate aus reinen Spongiosatransplantaten betrifft, so sind diese kritisch zu
bewerten, da sie eine geringe Festigkeit besitzen und starker Resorption unterworfen sind (Horch
und Pautke 2006). Die Kompakta besitzt wegen des Fehlens interkonnektierender Porositit nur an
der Oberflache eine Osteokonduktivitit. Lediglich die Volkmanns'schen und Havers'schen Kanéle
bieten Leitschienen im Innern des sonst porenfreien Knochenmaterials. Im Vergleich zur Spongiosa
ist das Verhéltnis osteogener Zellen in der Kortikalis mit 1:4 zahlenmifBig nur sehr gering (Merten
et al. 2003). Die Mehrzahl der Osteozyten iiberlebt eine Transplantation nicht (Zerbo et al. 2003),
der Knochen wird nekrotisch (Bauer und Muschler 2000). Eine osteogene Potenz besitzt das
kortikale Knochentransplantat somit nur in sehr geringem Mafle. Es wird zudem nur &uBerst
langsam revaskularisiert, womit es eine groflere Anfilligkeit gegeniiber Infektionen aufweist.
Wihrend der Knochenaufbauphase ist die biomechanische Festigkeit des kortikalen und spongidsen
Knochens unterschiedlich. Spongidése Transplantate gewinnen zundchst an Stabilitét infolge der
Osteokonduktivitit, wohingegen Kortikalistransplantate im Laufe der Resorptionsvorginge an
Stabilitdt verlieren (Burchardt 1983). Aufgrund dieser Eigenschaften werden daher meist keine
reinen kortikalen, sondern vielmehr kortikospongiose Knochentransplantate verwendet. Durch die
Untersuchungen von Urist (1997) ist bekannt, dass in der Knochenmatrix Proteine mit
osteoinduktiven Eigenschaften vorkommen. Besonders die als ,,bone morphogenetic proteins*
(BMP) bezeichneten Faktoren haben einen osteoinduktiven Einfluss, indem sie die Differenzierung
unreifer mesenchymaler Vorlduferzellen in Osteoprogenitorzellen und Osteoblasten mit
nachfolgender Osteogenese fordern (Urist 1997). Obwohl autologer Knochen von Tibia, Fibula,
Olecranon, distalem Radius, und Rippen gewonnen werden kann, bleibt der Beckenkamm die am
hiufigsten gewdhlte Entnahmestelle, weil dort ein leichter Zugang zu qualitativ und quantitativ
guter Knochenspongiosa bei moderater Entnahmemorbiditit besteht (Friedlaender 1987; Goldberg
und Stevenson 1987). Kleinere Komplikationen fiir die Entnahmestelle sind oberfldchliche
Infektionen, kleinere Serome und Himatome. GroBere Komplikationen fiir die Spenderregion
bestehen in eventuell auftretenden Eingeweideherniationen, Verletzungen des Harntraktes,
instabilem Becken, GefaB3verletzungen und starkem Blutverlust, tiefen Infektionen, Nervenldsionen
sowie tiefen Himatombildungen (Arrington et al. 1996). Dies kann erneute chirurgische Eingriffe
ndtig machen und in der Folge auch zu Frakturen in der Entnahmeregion fiihren (Arrington et al.
1996). Dariiber hinaus kommt es natiirlich immer zu Wundschmerzen (Prolo und Rodrigo 1985). Es
besteht die Gefahr, dass zelluldre (osteogene) Elemente die Transplantation nicht iiberleben

(Sandhu et al. 1999). Eine Beschrinkung erfahrt die autologe Knochentransplantation bei der
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Entnahme von groBen Transplantaten vor allen bei pédiatrischen oder alten Patienten,

Schwerverletzten und Patienten in schlechtem Allgemeinzustand (Giannoudis et al. 2005).

2.7.2. Allogene Knochentransplantate

Als allogenes Transplantat bezeichnet man Gewebe, das einem anderen Individuum derselben
Spezies eingepflanzt wird (Slatter 2003). Allogener Knochen ist eines der am héufigsten gewéhlten
Knochentransplantate und wird als die zweite Wahl des Chirurgen nach autologem Knochen
betrachtet (Carter 1999). Wenn grofle Defekte aufzufiillen und zu {iberbriicken sind, stoft der
autologe Knochenersatz aufgrund seiner Verfiigbarkeit an seine Grenzen. Aus diesem Grund
werden in den meisten groferen unfallchirurgischen und orthopddischen Kliniken eigene
Knochenbanken  betrieben. In  Deutschland  werden  jdhrlich  25.000  allogene
Knochentransplantationen durchgefiihrt (Jerosch et al. 1990). Allogene Knochentransplantate sind
in vielen Formen verfligbar: demineralisierte Knochenmatrix, gemorserte Spongiosa,
Spongiosachips, kortikale oder kortikospongitse Transplantate und ganze Knochensegmente
(Finkemeier 2002). Bei den Transplantaten handelt es sich iiberwiegend um Hiiftkopfe, welche
beim endoprothetischen Gelenkersatz anfallen und in geringem Umfang um Knochen, der von
Organ- und Gewebespendern gewonnen wird (v. Garrel und Gotzen 1998). Im Vergleich zu
kiinstlichen Knochenersatzmaterialien wie Knochenzement und Hydroxylapatitkeramiken liegt der
wesentliche Vorteil allogener Knochentransplantate in deren Fahigkeit, osteokonduktiv und in
geringem Umfang osteoinduktiv zu wirken. Frische Transplantate werden selten verwendet, da sie
ein zu hohes Risiko fiir Immunreaktionen bzw. Krankheitsiibertragungen beim Empfanger besitzen
(Friedlaender et al. 1999), daher setzt die Verwendung von allogenen Knochentransplantaten
bestimmte Konservierungstechniken, Spender-Screening-Verfahren und Sterilisatiosverfahren
voraus (Endres et al. 2005). Momentan finden zur Inaktivierung von Bakterien, Pilzsporen und
Viren unterschiedliche Verfahren Anwendung. Unabhéngig, ob eine physikalische Sterilisation
durch Gammabestrahlung (Endres und Kratz 2009), eine chemische Behandlung mit
Peressigsdure/Ethanol (Wutzler und Sauerbrei 2000) oder ein Thermoverfahren (Hofmann et al.
1996) zur Sterilisation der Knochentransplantate angewendet wird, ist mit jedem Verfahren eine
maximale Keim- und Virusinaktivierung zu erreichen und die Gefahr von Immunreaktionen zu
vermindern (Endres et al. 2005). Belegt ist der negative Einfluss der verschiedenen Sterilisations-
und Desinfektionsverfahren auf die Vitalitit der Zellen und Wachstumsfaktoren (Hallfeldt et al.
1995), die Briichigkeit der Implantate und ihre Resorptionseigenschaften (Laurencin et al. 2006).

Daher sind ausbleibende Knochenheilung zwischen Transplantat und Empfiangerknochen,
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Knochenresorption und Frakturen des Transplantats mogliche Komplikationen (De Boer 1988). Die
gebrauchlichste Konservierungstechnik von allogenem Knochen stellt die Tietkiihllagerung bei
Temperaturen zwischen -30 bis -80 °C dar. Im Gegensatz zum autologen Spongiosatransplantat, in
dem die Osteoblasten z.T. iiberleben und im Wirtslager selbst neuen Knochen bilden, geht vom
tiefgefrorenen, allogenen Knochentransplantaten keine zellulire Knochenbildung aus. Die
Tiefkiihlung bewirkt einen nahezu vollstindigen Zelltod. Uberlebende Osteoblasten gehen bei der
vaskuldren Aufschliisselung des Transplantats aufgrund immunologischer Reaktionen zugrunde (v.
Garrel und Gotzen 1998). Mit der zunehmenden Verbreitung der allogenen Knochentransplantation
riicken auch die damit verbundenen Gefahren fiir den Transplantatempfanger ins Bewusstsein. Im
Vordergrund steht dabei die Ubertragung von viralen (Hepatitis Viren, Zytomegalievirus, Eppstein-
Barr-Virus, HIV, Parvovirus, Rabiesvirus) und bakteriellen (Staphylokokken und Streptokokken)
Krankheitserregern sowie Prionen (Creutzfeldt-Jacob-Agen) und Parasiten (Treponem apallidum,
Trypanosomen, Malariaplasmodien, Mikrofilarien, Babesia microti) (James 1953; Martinez und
Marcos 1992; Simonds et al. 1992; v. Garrel und Gotzen 1998). Bei der Osteosynthese von
Frakturen dient allogener Knochen zur Auffiillung und Uberbriickung von Defekten, zur
Anlagerung an Fragmente sowie zur Unterfiitterung und Abstiitzung angehobener Gelenkflachen
(Tomford 2000). Hiiftkopftransplantate eignen sich besonders gut fiir additive Korrekturen von
Fehlstellungen. Sie lassen sich in Grof3e und Form passgerecht zuschneiden und ergeben eine solide
Abstiitzung (v. Garrel und Gotzen 1998). Vielseitig einsetzbar sind allogene Knochentransplantate
bei Fusionsoperationen an der Wirbelsdule. Insbesondere bei erforderlicher Korporektomie
resultieren lange Defektstrecken, die nur schwer mit autologem Knochenmaterial zu {iberbriicken
sind (v. Garrel und Gotzen 1998). In der Endoprothetik ist die allogene Knochentransplantation
ebenfalls unverzichtbar. Bei Wechseloperationen am Hiift- und Kniegelenk liegen oftmals
ausgedehnte Defektsituationen vor, zu deren Auffiillung autologes Knochenmaterial nicht in
ausreichender Menge zur Verfligung steht (v. Garrel und Gotzen 1998). Bei Resektion von
primidren Knochentumoren werden allogene Massivtransplantate zur Defektiiberbriickung und
Kontinuitdtswiederherstellung herangezogen (Tomford 2000). Zur Gelenkrekonstruktion werden

osteoartikuldre Transplantate verwendet (v. Garrel und Gotzen 1998).

2.7.3. Xenogene Knochentransplantate
Beim xenogenen Knochentransplantat sind Spender und Empfanger Individuen unterschiedlicher
Spezies. Diese Transplantate sind natiirliche Materialien, die in ihren chemisch-physischen

Eigenschaften denjenigen des menschlichen Knochens sehr dhnlich sind und daher in der Regel
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osteokonduktive Eigenschaften aufweisen (Simion und Fontana 2004). Xenotransplantate werden
zurzeit aus unterschiedlichsten Spezies gewonnen. Neben Korallen (Hauschild und Bader 2004) und
Equiden (Winking 2001) dienen vor allem Rinder als Spendertiere (Hauschild und Bader 2004).
Xenotransplantate auf boviner Basis haben eine weite Verbreitung in der klinischen Anwendung
gefunden (Sogal und Tofe 1999) und sind gut dokumentiert. Sie bestehen iiberwiegend aus
deproteinisiertem spongiosem Knochen und gehoren zur Gruppe der Hydroxylapatitkeramiken und
damit zu den langsam biodegradierbaren Knochenersatzmaterialien. Das in-vivo-Verhalten dieser
Transplantate ist gekennzeichnet durch das vollige Ausbleiben einer Resorption auch nach einem
Beobachtungszeitraum von drei Jahren (Hallman et al. 2001). Knochenwachstum findet
ausschlieBlich in den intergranuldren Zwischenrdumen der Matrix bzw. in der Matrixperipherie
statt. Die Art der knochernen Integration kann daher als Verbundosteogenese bezeichnet werden
(Hallman et al. 2001). Trotz der langsamen bis ausbleibenden Resorption kann durch den Einsatz
xenogener kndcherner Transplantate bovinen Ursprungs unter experimentellen und klinischen
Bedingungen eine kndcherne Regeneration erreicht werden (Artzi et al. 2001). Der Ubergang
zwischen Implantatlager und neu gebildeten Knochenstrukturen ist auch 12 Monate nach erfolgter
Transplantation noch erkennbar (Artzi et al. 2001). Vor allem im Bereich der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie, aber auch in der Neurochirurgie und in der Orthopddie kommen xenogene
Knochentransplantate vermehrt zum Einsatz (Schwartz et al. 2000). Sie stehen dabei in Konkurrenz
zu ebenfalls erhéltlichen vollsynthetischen Knochenaufbaumaterialien. Laut Herstellern werden im
Rahmen des Herstellungsverfahrens xenogener Knochenersatzmaterialien auf boviner Basis
samtliche Proteinstrukturen eliminiert. Verschiedenste Studien konnen jedoch das Vorhandensein
von Proteinstrukturen in diesen Transplantaten nachweisen (Lang et al. 2000) und damit besteht vor
allem bei bovinem Transplantatmaterial die Gefahr der Ubertragung von Prionen auf den Menschen

und die Erkrankung an der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Hauschild und Bader 2004).

2.7.4. Biologische Knochenersatzstoffe

Zu den organischen Substanzen werden auch die natiirlichen Biopolymere (z.B. Kollagen, Gelatine)
gezihlt. Diese werden mittels chemischer Aufbereitungsverfahren aus tierischem Ausgangsmaterial
(z. B. Rinderhaut) hergestellt. Gelatine ist denaturiertes Kollagen und wird in der klinischen
Anwendung weniger verwendet als Kollagen. Biopolymere finden ihre Hauptanwendung z.B. in
Form von Schwiammen (Schieker et al. 2008). Typ I Kollagen ist das am hiufigsten vorkommende
Protein in der Extrazellularmatrix des Knochens. Kollagen trdgt zur Mineralablagerung und

Vaskularisierung bei, zusitzlich bindet es Wachstumsfaktoren, damit entsteht ein gilinstiges Umfeld
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zur Knochenregeneration (Parikh 2002). Dennoch kann Kollagen Potenzial zur Immunogenitit
besitzen (Giannoudis et al. 2005). Fleming et al. (2000) berichten tliber unterschiedliche Ergebnisse,
was die primdr unterstiitzende Verwendung fiir andere osteokonduktive, osteoinduktive oder
osteogene Faktoren betrifft. Kollagen ist ungeeignet als alleiniges Transplantat, aber in Verbindung
mit BMP, Osteoprogenitorzellen und Stammzellen erhoht es die Transplantatintegration bedeutend.
Kollagen wird gewdhnlich zusammen mit anderen Knochenersatzmaterialien (z.B. -
Tricalciumphosphat) verwendet (Giannoudis et al. 2005).

Demineralisierte Knochenmatrix kann durch Dekalzifikation des kortikalen Knochens gewonnen
werden. Die Gefahr der Erregeriibertragung und immunologischen Reaktionen seitens des
Empfingers sind hier stark reduziert. Dieses Material behélt weitestgehend seine urspriingliche
Knochenstruktur und kann als ein biologisches osteokonduktives Geriist fiir die
Knochenregeneration dienen (Ludwig und Boden 1999). Bei der Knochendemineralisation werden
nicht alle Wachstumsfaktoren eliminiert, so dass sie im Transplantat noch bioverfiigbar sind und
geringfiigig osteoinduktiv wirken konnen (Sandhu et al. 1999; Fleming et al. 2000).

Fibrinkleber sind nicht zytotoxisch, vollstindig resorbierbare, biologische Matrizen, welche die
letzten Stufen der natiirlichen Koagulationskaskade durchfiihren. Der Fibrinkleber enthalt
Fibrinogen, welches gemischt mit Thrombin, in Fibrinmonomere umgewandelt wird (Le Guéhennec
et al. 2004). Der Fibrinkleber wird vom Organismus in der Regel gut toleriert und es sind nur einige
wenige Félle von Nebenwirkungen berichtet worden (Alving et al. 1995). Fibrinkleber werden in
der Chirurgie wegen ihrer Eigenschaften als Bindemittel und ihrer hamostatischen Eigenschaften
verwendet, aber die Rolle von Fibrinkleber fiir die Knochenheilung ist umstritten. Albrektsson et al.
(1982) berichten iiber einen negativen Einfluss des Fibrinklebers auf die Knochenheilung. Andere
Studien dokumentierten einen positiven Einfluss auf die Knochenregeneration (Bosch et al. 1977;
Perka et al. 2000). Die osteoinduktiven Eigenschaften des Fibrinklebers kdnnen noch nicht
eindeutig demonstriert werden (Le Guéhennec et al. 2004). Fibrinkleber wird in aller Regel
zusammen mit anderen Knochenersatzstoffen in Kompositen verwendet oder im Gewebeersatz als

Geriistsubstanz (Ahmed et al. 2008).

2.7.5. Synthetische Knochenersatzstoffe

Es sind betrichtliche Fortschritte in Bezug auf synthetische Alternativen im Knochenersatz
innerhalb des letzten Jahrzehnts gemacht worden. Obwohl synthetische Knochenersatzstoffe
hochstens nur zwei der vier Eigenschaften eines idealen Knochenersatzmaterials, ndmlich

Osteointegration und Osteokonduktion besitzen, konnten diese Materialien in naher Zukunft
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dhnliche Ergebnisse hervorbringen wie Knochentransplantate und diese teilweise ersetzen
(Giannoudis et al. 2005). Als erstes wére die Gruppe der Kalzium-Phosphatkeramiken zu nennen, in
der sich besonders B-Tricalciumphosphat (TCP) und Hydroxylapatit (HA) (aus Korallen gewonnen
oder synthetisch hergestellt) als Implantatiiberziige oder Knochendefektfiiller bewdhrt haben
(Parikh 2002). Kalzium-Phosphatkeramiken finden als osteokonduktive Matrizen in Form von
Pulvern, Granulaten oder Blocken in der Orthopéddie und Chirurgie Verwendung. Sie 16sen keine
Fremdkdrperreaktionen aus und werden gut toleriert (Finkemeier 2002). Sie sollten in den intakten
Knochen oder den stabilisierten Knochen gelegt werden, um die Keramik vor Zerberstung zu
schiitzen, weiterhin sollten sie dicht an den vitalen Knochen angrenzen, um das Einwachsen der
Knochenzellen zu maximieren. TCP hat eine apatite Struktur und ein Calcium-Phosphat-Verhaltnis
von 1,5, es gehort wie Hydroxylapatit zu den Hochtemperatur-Calciumphosphaten. TCP findet im
gekornten Zustand oder als Block bzw. Schwamm im Knochenersatz Verwendung (Bohner 2000).
TCP ist bioresorbierbar und biokompatibel, aber seine unzuldngliche Durchldssigkeit, seine
Porositit und sein schneller in vitro Abbau von sechs Wochen machen es zu einem schlechteren
Knochenersatz als HA (Parikh 2002). Hydroxylapatit hat eine kristalline Struktur und ist selbst in
wiassriger Losung sehr stabil. Die meisten Produkte im Knochenersatz bestehen aus HA aufgrund
seiner Stabilitdt. HA wird im Gegensatz zu TCP innerhalb von Jahrzehnten abgebaut (Bohner
2000). HA ist als dichtes oder pordses Material mit verschiedenen Porengréfen verfligbar
(Yoshikawa und Myoui 2005). Neben den Keramiken gibt es auch Calcium-Phosphate in
Zementform, welche intraoperativ angefertigt und geformt werden (Moore et al. 2001). Kalzium-
Phosphat-Zement ist eine Paste aus anorganischem Kalzium und Phosphat, die in situ hart wird und
durch eine Kristallisierungsreaktion ein Hydroxylapatit bildet. Im Vergleich zu autologen
Knochentransplantaten und anderen Knochenersatzmaterialien hat Kalzium-Phosphat, wenn
gehirtet, eine viel hohere Stabilitit und Harte (Hak 2007). Die Poren des Zementes sind zu klein,
um ein schnelles Einwachsen des Knochens zu erlauben (Bohner 2000). Im Laufe von Jahren wird
der Kalzium-Phosphat-Zement durch Osteoklasten resorbiert, gefolgt von dem Einsprieen kleiner
Gefille, welche von neuem lamelldren Knochen bekleidet werden. In vivo Studien der Maus haben
gezeigt, dass das Material qualitativ dem Knochenremodelling sehr &hnlich umgebaut wird
(Frankenburg et al. 1998). Bei Kalziumsulfat handelt es sich um eine osteokonduktive Matrix fiir
das Einwachsen von Gefillen und Zellen. Das transplantierte Kalziumsulfat sollte daher neben
vitalem Periost oder Endost eingebracht werden (Coetzee 1980). Uber eine Zeitdauer von 5-7

Wochen wird das Kalzium-Sulfat aufgelost. Kalzium-Sulfat neigt in feuchter Umgebung dazu sich
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zu erweichen und zu brechen. Aus diesem Grund hat es keine zuverldssigen mechanischen
Eigenschaften in vivo, folglich sollte sich der primdre Gebrauch von Kalzium-Sulfaten auf das
Gebiet eines Knochenfiillmaterials beschrinken (Moore et al. 2001).

Biogléser sind feste und wenig pordse Materialien, welche aus Kalzium, Phosphor, und Silikat
bestehen. Abhingig von der Zusammensetzung konnen resorbierbare und nicht resorbierbare
Biogldser hergestellt werden. Sie besitzen sowohl osteointegrative als auch osteokonduktive
Eigenschaften. Biogldser zerbrechen leicht beim Bohren oder Biegen, demzufolge sind sie
schwierig am Skelett zu befestigen (Giannoudis et al. 2005). Eine &uflerst starke Verbindung baut
sich zwischen Bioglas und anliegenden Knochenbereichen aufgrund einer siliciumdioxidreichen
Gelschicht auf der Oberfliche des Bioglases aus. Es bilden sich Hydroxylapatitkristalle, welche
denen des Knochens sehr dhnlich sind (Gross et al. 1981). Ihr Gebrauch in der granulierten Form als
Fiillmaterial stellt keinen Vorteil gegeniiber anderen vorgebildeten harten Materialien dar, jedoch
sind sie im Gegensatz zu Hydroxylapatit resorbierbar. Um ihre Osteointegration zu erhéhen, werden
z.B. Metallimplantate mit Bioglas iiberzogen (Schrooten und Helsen 2000; Moore et al. 2001).

In den letzten Jahren hat man die urspriinglichen Probleme der synthetisch, resorbierbaren
Polymerimplantate, wie das Problem der Implantatversorgung, ihre langen Resorptionszeiten und
die lange Zeit, welche sie bendtigen um sich mit Knochen zu verbinden, durch Variationen im
Herstellungsprozess  verbessern konnen (Coombes und Meikle 1994). Synthetische
biodegradierbare Polymere haben eine mechanische Primirstabilitit, die im Zuge des
fortschreitenden Abbaus durch hydrolytische Spaltung abnimmt. Die wichtigsten Grundsubstanzen
sind 7 aliphatische Polyester, die durch Polykondensation von Milchsdure bzw. Glykolsdure
(Polylaktide bzw. Polyglykolide) hergestellt werden. Beim Abbau entstehen durch hydrolytische
Spaltung wieder diese Ausgangssubstanzen, wobei die Polyglykolide schneller abgebaut werden als
Polylaktide. Durch Kombination beider Materialien als Copolymere bzw. Kombination mit anderen
Materialien, lassen sich die biomechanischen Eigenschaften und die Abbaugeschwindigkeit steuern
(Schieker et al. 2008). Resorptionszeiten konnen von mehreren Wochen bis zu mehr als einem Jahr
gedndert werden, so dass sie auf die besonderen Anforderungen des Knochengewebes abgestimmt
werden konnen (Coombes und Meikle 1994). Polylaktid- und Polyglykolid-Copolymere finden
zusammen mit Biokeramiken (Higashi et al. 1986) und dekalzifiziertem Knochen (Schmitz und
Hollinger 1988) als Triagersystem fiir Knochenwachstumsfaktoren im Knochenersatz Verwendung
(Meikle et al. 1993). Sie werden v. a. als Schrauben, Stifte, Platten, Netze, Anker und
Markraumstopper eingesetzt. Vor allem aufgrund der lokalen PH-Wert-Senkung durch Freisetzung
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von Sduren und des Zerfalls in Mikrokristallite bei der Degradation mit konsekutiven Immun- und
Fremdkorperreaktionen, sind diese Polymere bisher als Knochenersatzmaterial in der verbreiteten

klinischen Anwendung limitiert (Ignatius et al. 2001).

2.7.6. Bone-Tissue-Engineering

Tissue engineering ist ein modernes interdisziplindres Forschungsfeld, in dem Biologen,
Materialwissenschaftler und Mediziner gemeinsam daran arbeiten, Gewebe zu ersetzen. Der
zentrale Arbeitsansatz sieht vor, einem Patienten Zellen zu entnehmen, diese in vitro zu
expandieren und die vervielfachten Zellen auf einer geeigneten Trigersubstanz dreidimensional zu
kultivieren. Das so entstandene Zell/Matrix-Konstrukt wird anschlieflend, eventuell unter dem
Einfluss von Wachstumsfaktoren, in den zu ersetzenden Gewebedefekt eingebracht. Die
Kombination von Biomaterialien und Zellen bildet somit das Fundament, um aus patienteneigenen
Zellen dynamische Gewebe als Transplantate zu gewinnen (Niemeyer et al. 2003). Bei der
sogenannten ,,off-the-shelf“-Technik, werden Trigermaterialien natiirlicher oder synthetischer
Herkunft mit allogenen neonatalen Zellen (Fibroblasten, Keratinozyten und mesenchymalen
Stammzellen) besiedelt und kultiviert. AnschlieBend werden diese Biokomposits kryokonserviert,
um eine Haltbarkeit von bis zu zwdlf Monaten zu erreichen, wobei Studien belegen, dass bis zu
60% der Zellen nach dem Auftauen vital sind (Naughton et al. 1997; Parenteau 1999). Die Technik
findet in den letzten Jahren bei mehreren Hautersatzprodukten Anwendung (Hutmacher und
Vanscheidt 2002). Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die allogenen Zellen im
Vergleich zu autologen transplantierten Zellen, in vivo eine verkiirzte Lebensdauer aufweisen. Die
zweite Gruppe verfolgt das Ziel, aus autologen Zellen in Kombination mit unterschiedlichen
scaffolds, Transplantate zu erzeugen (Schmidt-Rohlfing et al. 2009). Im Rahmen einer Biopsie
unter lokaler Anédsthesie werden autologe Zellen entnommen. Nach einer ersten Phase der
Zellvermehrung, wird ein resorbierbares Triagergeriist (,,scaffold‘) mit Zellen {iber mehrere Tage bis
Wochen kultiviert, um dieses in den jeweiligen Hart- oder Weichgewebedefekt zu transplantieren.
Vorteil dieser Methode ist die Vermeidung jeglicher AbstoBungsreaktionen (Ewers et al. 2003).
Ganz allgemein sind zur Neubildung von Gewebe 3 Grundelemente notwendig (Schmidt-Rohlfing
et al. 2009):

1. ein strukturelles Gertist
2. Zellen

3. Wachstumsfaktoren
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Dieses sogenannte trianguldre Konzept der Knochenregeneration wird noch um den Faktor der
mechanischen Stimulation ergédnzt (Schmidt-Rohlfing et al. 2009). Die mechanische Stimulation
fordert die Proliferation von Osteoblasten (Wiesmann et al. 2004). Jedes Gewebe besteht aus einer
Matrix und einem bzw. iiblicherweise mehreren Zelltypen (Salgado et al. 2004). Die Matrix stellt
ein 3D-Geriist flir Zellen dar und bietet diesen eine gewebespezifische Umgebung (Kneser et al.
2006). Dariiber hinaus dient sie als Reservoir fiir Wasser, Nihrstoffe, Zytokine und
Wachstumsfaktoren. Das Geriist ist iibergangsweise als Umgebung fiir die Zellproliferation und die
Ablagerung extrazelluldrer Matrix notwendig (Langer und Vacanti 1993; Laurencin et al. 1999;
Hutmacher 2000). Dariiber hinaus dient das Geriist auch zur Vaskularisierung des Neugewebes
(Deporter et al. 1988; Murata et al. 1999). Die Materialien konnen als Schwidmme, Gele oder hoch
komplexe Strukturen mit Poren und Kanélen in Erscheinung treten (Griffith 2002). Auf die
wichtigsten scaffolds zur Kultivierung von Knochengewebe wird in den vorherigen Kapiteln
eingegangen. Zu ihnen zdhlen vor allem organische scaffolds wie Kollagen oder die anorganischen
Materialien wie Hydroxylapatit, B-Tricalciumphosphat, Kalziumsulfat und Bioglas (Schmidt-
Rohlfing et al. 2009). In den letzten Jahren verwendet man immer mehr kombinierte natiirliche,
synthetisch und resorbierbare Polymere als scaffold (Chen et al. 2001). Diese biokompatiblen und
resorbierbaren scaffolds sollen eine reproduzierbare und patientenindividuelle Therapie
ermdglichen, welche die mit allogener Transplantation verbundenen Immunreaktionen minimiert
(Dupoirieux et al. 1994). Scaffolds, die direkt und ohne vorherige Zellbesiedlung in den Organismus
implantiert werden, werden von solchen unterschieden, die vor ihrer Implantation zundchst mit
Zellen in vitro besiedelt werden (Stevens und George 2005). Beim 2. Ansatz kann so prinzipiell
eine Auswahl der Zellen getroffen werden. Grundsétzlich wird bei der Herstellung von scaffolds
versucht, dass diese soweit als mdglich der urspriinglichen Knochenmatrix dhneln, sowohl in
mechanischer als auch morphologischer Hinsicht (Stevens und George 2005; Green 2008).

Da das Knochenmark sowohl reich an Osteoblastenvorlduferzellen als auch an Wachstumsfaktoren
wie zum Beispiel BMP ist, war die Autotransplantation von unfraktioniertem Knochenmark eine
der ersten Techniken fiir die Behandlung von Knochendefekten (Schmidt-Rohlfing et al. 2009). Das
Verfahren beinhaltet die Entnahme des Knochenmarks in Hohe der Crista iliaca und die
Transplantation an die Stelle des Knochendefekts. Der Eingriff ist vergleichsweise einfach, mit
niedrigen Kosten verbunden und erfordert keine besondere Genehmigung durch Behdrden.
Allerdings bedeutet die begrenzte Verfiigbarkeit von Spongiosa, die durch Alter, Krankheit oder

Bestrahlung noch weitere Einschrinkungen erfahren kann, eine Limitierung dieser Methode
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(Quarto et al. 1995). Dies gilt insbesondere fiir die Behandlung ausgedehnter Knochendefekte.
Unterschiedliche Zellen sind bislang fiir das tissue engineering von Knochengewebe verwendet
worden:

1. mesenchymale Stammzellen bzw. Stromazellen aus dem Knochenmark (Bruder et al. 1994),

2. periostale Zellen (Zhang et al. 2008),

3. Osteoblasten (Stangenberg et al. 2005).
ADSC vertreten eine andere Zellquelle fiir das bone-tissue-engineering (Marolt et al. 2010).
Mehrere Gruppen haben die Bildung von Knochenkonstrukten nach Kultivierung von ADSC mit
pordsen scaffolds durchgefithrt (Hattori et al. 2004; McCullen et al. 2009). Ausdifferenzierte
Osteoblasten sind spezialisierte mesenchymale Zellen, die auf die osteogene Linie festgelegt sind.
Dies hat den Vorteil einer schnellen und effektiven Reparatur des Knochendefekts, da die Zellen
schon differenziert vorliegen. Der Hauptnachteil allerdings besteht in ihrer begrenzten
Teilungsfahigkeit. Osteoblasten konnen nur eine limitierte Anzahl von Replikationszyklen
durchlaufen, bevor das Problem der Enddifferenzierung auftritt (Schmidt-Rohlfing et al. 2009).
Neuere zellbasierte Methoden zur Knochenregeneration beinhalten den Einsatz genetisch
modifizierter Zellen (Liebermann et al. 1999).
Um Materialeigenschaften zu testen und unterschiedliche scaffolds zu vergleichen, werden in vitro-
Untersuchungen mit Osteoblastenzelllinien auf Biomaterialien durchgefiihrt (Unger et al. 2009).
Der Entwicklungsablauf eines osteoblastischen Zellphdnotyps auf einem optimalen Biomaterial
umfasst 3 aufeinanderfolgende Stadien, welche mit Hilfe von mikroskopischen und
immunhistologischen Methoden verfolgt werden konnen: Proliferation, Matrixreifung und
Mineralisation. Die Vaskularisation von kiinstlich hergestellten, besiedelbaren Biomaterialien nach
deren Implantation ist von essentieller Wichtigkeit, da Zellen im Implantat, die durchschnittlich
weiter als 200 pym von der Blutversorgung entfernt sind, aufgrund der limitierten N&hr- und
Sauerstoffdiffusion, entweder metabolisch inaktiv oder nekrotisch werden. Fiir den Erfolg des
tissue-engineering fiir die Knochenregeneration ist somit das Zusammenspiel aller Zelltypen und
insbesondere die Interaktionen zwischen Osteoblasten und Endothelzellen von Bedeutung (Unger et
al. 2009).
Bei Wachstumsfaktoren handelt es sich um von Zellen sezernierte Proteine, die als Signalmolekiile
auf eine passende Zielzelle einwirken, um diese dann eine spezifische Funktion ausfiihren zu lassen.
Wachstumsfaktoren dienen somit der interzelluliren Kommunikation und beeinflussen

entscheidende Funktionen wie zum Beispiel die Proliferation der Zellen, die Produktion

36



2. Literaturiibersicht

extrazelluldrer Matrix und die Differenzierung von Gewebe (Gerstenfeld et al. 2003). Sie spielen
eine bedeutende Rolle fiir die Knochen- und Knorpelbildung, die Frakturheilung und die
Regeneration von muskuloskeletalem Gewebe (Giannoudis und Pountos 2005). Die Bindung eines
Wachstumsfaktors an seinen Rezeptor initiiert einen intrazelluldren Signalprozess. Vermittelt durch
verstirkte oder verminderte Synthese mehrerer Proteine, sowie Wachstumsfaktoren und
Rezeptoren, kann dieser Signalprozess dann unterschiedliche Wirkungen, wie die Forderung und
Inhibierung von Zelladhision, Proliferation, Migration und Differenzierung haben (Giannoudis et
al. 2007). Diese Molekiile sind daher fiir die Entwicklung von Gewebe wesentlich und spielen somit
auch eine bedeutende Rolle beim tissue engineering. Eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren kommt
sowohl im Knochen als auch in anderen Gewebearten vor. Die im Folgenden aufgelisteten kommen
am haufigsten vor und sind gleichzeitig auch diejenigen, welche fiir den Einsatz beim fissue
engineering von Knochen in Frage kommen (Schmidt-Rohlfing et al. 2009):

1. Bone morphogenetic proteins (BMP),

2. Transforming growth factor beta (TGF-§3),

3. Fibroblast growth factor (FGF),

4. Insulin-like growth factor I and Il (1GF 1/1I),

5. Platelet derived growth factor (PDGF).
Heute werden BMP auf Grund von Ahnlichkeiten in der Proteinstruktur und der Sequenzhomologie
der Gruppe der TGF-B-Proteine zugerechnet. BMP befinden sich tiblicherweise eingeschlossen in
der Knochenmatrix, sie werden aber auch wihrend der frithen Phase der Frakturheilung exprimiert
(Wozney 1989). Thre Hauptaufgabe besteht darin, zundchst mesenchymale Stammzellen an den Ort
der Heilung zu rekrutieren und dann deren Differenzierung innerhalb der osteogenen Zelllinie zu
stimulieren. Die stdrksten osteoinduktiven Wirkungen besitzen die BMP 2, 4, 6 und 7 (auch OP-1
genannt) (Friedlaender et al. 2001; Giannoudis und Tzioupis 2005).
Daten einer Studie von Gabbay et al. (2006) zeigen, dass es eine progressive stimulatorische
Wirkung auf ADSC hinsichtlich der Osteogenese in vivo gibt, wenn sie in einem 3-dimensionalen
Kollagengel kultiviert werden, im Vergleich zu einer Kultivierung in einfachen Kulturflaschen.
Kakudo et al. (2008) haben die Moglichkeit untersucht, einen aus Honigwaben gewonnenen
Kollagenscaffold zur Kultur von ADSC im bone-tissue-engineering zu verwenden. Die ADSC
werden fiir 14 Tage mit dem scaffold cokultiviert. Die elektronenmikroskopischen Bilddaten
zeigen, dass das scaffold auch in tieferen Schichten mit ADSC besiedelt war. Diese cokultivierten

scaffolds werden subkutan in Nacktmiuse transplantiert und nach 8 Wochen herausgenommen. Die
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Knochenbildung in vivo wurde histologisch untersucht und eine Knochenzellbildung festgestellt.
Diese Ergebnisse bestitigen, dass Kollagen ein passendes scaffold fir ADSC ist und als ein
dreidimensionales Tridgermaterial in vitro und in vivo Verwendung finden kann. Niemeyer et al.
(2003) kommen zu dhnlichen Ergebnissen mit mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark und
einer mineralisierten Kollagenmatrix, wie auch Donzelli et al. (2007), die eine unterstiitzende
Wirkung des Kollagenscaffolds auf die Differenzierung und Verteilung der aus Knochenmark
gewonnenen Stammzellen feststellen konnten. Jedoch machen sie auch auf seine kurze Abbauzeit
aufmerksam und sahen dadurch eventuell eine Beschrinkung fiir eine zukiinftige Anwendung im
bone-tissue-engineering. Ein weiteres potenzielles Tragermaterial ist Fibrinkleber. Fibrinkleber ist
eine physiologisch relevante Matrix, deren Hauptbestandteil, das Fibrin, eine grundsitzliche Rolle
bei der Blutgerinnung und Wundheilung iibernimmt. Fibrinkleber, eine Zusammensetzung von
Fibrinogen und Thrombin, ist ein passendes biologisches Trigermaterial fiir die Zelltransplantation,
weil es biokompatibel und physiologisch abbaubar ist und zusitzlich eine Zellbindung bewiesen
hat. Der fibrinstabilisierende Faktor XIII begiinstigt die Wanderung von undifferenzierten
mesenchymalen Stammzellen auf der Matrixstruktur des Klebers und erhoht die Proliferation der
Stammzellen. Die Resorptionsrate des Fibrinklebers kann durch die Konzentration des
fibrinolytischen Hemmstoffs Apoptin kontrolliert werden, was die Zellen im Defektbereich hilt und
eine Steigerung der Zelliiberlebensrate, sowie eine Verbesserung der mechanischen Eigenschaften
des Implantates zur Folge hat (Meinhart et al. 1999). Der Fibrinkleber bleibt in situ, wahrend die
Zellen wuchern und ins neue Gewebe differenzieren, bevor das Trdgermaterial vollig resorbiert ist.
Zusétzlich fordert der Fibrinkleber die Angiogenese iiber chemotaktische und mitogene Stimuli,
was wiederum die Zellwanderung, Proliferation und Matrixsynthese fordert (Isogai et al. 2000).
Fibrinkleber werden mit Erfolg in einer Studie als Tragermaterial verwendet, um mesenchymale
Stammzellen im bone-tissue-engineering bei normalen und mit Chemotherapie behandelten Ratten
zu transplantieren (Lee et al. 2005). In einer weiteren Untersuchung wird die Niitzlichkeit von
autologem Fibrinkleber als Tridgermaterial fiir mesenchymale Stammzellen bei der Regeneration
von Schédeldefekten am Kaninchen untersucht (Lee et al. 2008). Diese Studie demonstriert, dass
autologer Fibrinkleber in Gegenwart von mesenchymalen Stammzellen die Knochenregeneration
besser unterstiitzt als makropordses biphasisches Kalzium-Phosphat. Weitere Studien unterstiitzen
diese Untersuchung (Perka et al. 2000; Ito et al. 2006). Diese Ergebnisse rechtfertigen weitere
Untersuchungen, um den Gebrauch von Fibrinkleber als Trdgermaterial zu untersuchen (Lee 2008).

Lee et al. (2003) und Hicok et al. (2004) sind die Ersten, welche zeigen konnten, dass die subkutane
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Implantation in Miuse bzw. Ratten von menschlichen ADSC auf HA oder TCP scaffolds zur
Bildung eines osteoidartigen Materials fiihrt. Nachfolgende Studien haben seitdem versucht, diese
Entdeckung in feststehenden Tiermodellen mit limitiertem Erfolg zu bestétigen (Dragoo et al. 2003;
Hattori et al. 2006). Um ihre Féahigkeit zur Knochenbildung zu verbessern, behandeln viele dieser
Studien ADSC mit dem osteogenen Wachstumsfaktor BMP2. Dragoo et al. (2003) und Peterson et
al. (2005) sind die Ersten, welche die Technik der Knochenbildung durch ADSC in athymischen
Nagetieren mit Hilfe des BMP2 beschreiben. Weitere Studien haben gezeigt, dass dieser osteogene
Faktor gemeinsam mit Stammzellen Erfolg versprechend verwendet werden kann (Lieberman et al.
1999; Chang et al. 2004; Tsuda et al. 2005). Viele dieser Studien behaupten, dass die verbesserte
Knochenneubildung der Anwesenheit von BMP2-behandelten ADSC zuzuschreiben ist. Jedoch, hat
die Mehrheit dieser Arbeiten Probleme dies mit BMP2-Leerproben zu beweisen. Es ist schwierig zu
sagen, ob die ADSC selbst fiir die verbesserte Knochenheilung verantwortlich sind oder die Heilung
den starken osteokonduktiven und osteoinduktiven Effekten von BMP2 zugeschrieben werden muss
(Zuk 2008). Daher sind Untersuchungen wie in der vorliegenden Studie erforderlich, um die wahre
osteogene Kapazitit von ADSC ohne ihre Kombination mit Wachstumsfaktoren, spezifisch zu
bestimmen. In ersten Studien hierzu, verbessert die Implantation von osteoinduzierten Kaninchen
ADSC in Gelantineschaumstoffscaffolds in Schadeldefekte des Kaninchens die Knochenheilung im
Vergleich zur Kontrolle nicht bedeutend (Dudas et al. 2006). In einer weiteren Studie werden aus
weiblichen Miusen ADSC, mesenchymale Stammzellen aus Knochenmark, Osteoblasten aus
Schiadelknochen und Dura Mater Zellen gewonnen und auf mit Apatite behandelte Poly-Laktit-
Glycolsdure-scaffolds transplantiert. Diese scaffolds wurden in 4 mm critical size defects des
Schidels méannlicher Miuse eingesetzt. Nach 2, 4, 8 und 12 Wochen wird eine Analyse
durchgefiihrt. Die Knochenneubildung wird mit Hilfe von histologischen Untersuchungen
bestimmt. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe zeigt jede Gruppe eine verbesserte
Knochenneubildung innerhalb des 12-wochigen Beobachtungszeitraums. Die Gruppen mit
Osteoblasten, Stammzellen aus Knochenmark und ADSC zeigen nach 12 Wochen -eine
Defektfiillung von 70-90 %. Die Mineralisation des neu gebildeten Knochens ist in den Defekten
mit Osteoblastentransplantation bedeutend hoher im Vergleich zu den restlichen Gruppen. Es gibt
keine wesentlichen Unterschiede bei der Mineralisation zwischen mit ADSC und Stammzellen aus
Knochenmark behandelten Defekten (Cowan et al. 2004). Yoon et al. (2007) transplantiert
undifferenzierte und differenzierte humane ADSC auf Polylactid-co-Glycolid-scaffolds in 8mm

critical size defects der Schédelkalotte von athymischen Nacktratten. Die Ergebnisse zeigen eine
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verbesserte Knochenregeneration in den Defekten mit ADSC Transplantat. Weiterhin zeige sich
eine bedeutend bessere Knochenheilung in den Defekten mit differenzierten ADSC, im Vergleich
zu der Gruppe mit undifferenzierten ADSC Transplantaten. Beste Ergebnisse erhédlt man mit einer
Kultivierungszeit in osteogenem Differenzierungsmedium von 14 Tagen (Niemeyer et al. 2003;
Kakudo et al. 2008).

Klinische Anwendungen stellen fiir das tissue-engineering die wichtigste Priifung dar. Allerdings
befinden sich viele Ansétze auf diesem Gebiet erst in den Anfingen. Kennzeichnend fiir die
bisherigen Studien sind die geringen Fallzahlen. Zumeist handelt es sich um
Verlaufsbeobachtungen (Schmidt-Rohlfing et al. 2009). Quarto et al. (2001) haben als erste
berichtet, wie mittels eines zellbasierten tissue-engineering-Verfahrens ausgedehnte
Knochendefekte (4—8 cm) beim Menschen erfolgreich behandelt werden konnen. Osteoblasten-
Vorlauferzellen werden aus dem Knochenmark isoliert und in vitro vermehrt. Diese Zellen werden
auf ein makropordses Hydroxylapatitgeriist aufgetragen, welches in Grofe und Form den
Knochendefekten der Patienten entspricht und schlieflich an der entsprechenden Lésionsstelle
implantiert wird. Ein Fixateur externe stabilisiert anfinglich die Fraktur und wird spéter entfernt.
Die Autoren berichten ab dem 2. Monat von ausgiebiger Kallusbildung entlang der Implantate und
gutem Zusammenwachsen der Schnittstellen von Implantat und Knochen ohne Komplikationen.
Eine komplette Fusion findet etwa 5—7 Monate nach dem chirurgischen Eingriff statt (Marcacci et
al. 2007). Hernigou et al. (2005) injizieren bei 60 Patienten lokal Knochenmarkzellen bei
Pseudarthrosen der Tibia. Hierbei wird keine zusétzliche Geriistsubstanz (scaffold) verwendet. Eine
Durchbauung kann in 88% der Fille (bei 53 Patienten) erreicht werden. Die Autoren schlielen
daraus, dass bei grofBeren Knochendefekten die Rate erfolgreicher Heilungen durch
Knochentransplantate direkt mit der Anzahl der an der Frakturstelle implantierten Zellen korreliert.
Diese Studie stellt den ersten klinischen Versuch dar, die fiir eine erfolgreiche Fusion notwendigen
Zellen zu quantifizieren (Schmidt-Rohlfing et al. 2009). In einer anderen klinischen Studie werden
3 Patienten (2 Patienten mit Achondroplasie und 1 Patient mit kongenitaler Pseudarthrose) mittels
Distraktionsosteogenese, sowie aus dem Knochenmark stammenden mesenchymalen Stammzellen
und thrombozytenreichem Plasma behandelt. Die geplanten Distraktionsstrecken werden in allen
Fillen ohne groBere Komplikationen erreicht (Kitoh et al. 2004). In einem weiteren Fallbericht {iber
den kndchernen Ersatz eines Daumenendglieds, diente als scaffold natiirliches Hydroxylapatit von

Korallen, das mit autologen, periostalen Zellen besiedelt wird (Vacanti et al. 2001).
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In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie sind klinisch sehr unterschiedliche kndcherne Defekte
anzutreffen. Das Spektrum reicht von Knochendefekten nach Zahnextraktionen und
Zystenentfernung, bis zu einem ausgedehnten Knochenverlust nach Trauma oder Tumor (Ewers et
al. 2003). Diese Defekte, die routinemiBig mit autologer Spongiosa oder gemahlenen
Knochenspanen aufgefiillt werden, stellen ein optimales Einsatzgebiet fiir mittels tissue engineering
hergestellte Transplantate dar. Die biomechanisch nur gering belasteten Defekte sind fiir
hochpordse Zelltrager, die eine nur geringe mechanische Festigkeit besitzen, aus klinischer Sicht
ideal. In weiterer Folge ist eine routineméBige autologe Transplantation von Biokomposits nicht nur
zur Fiillung kleinerer Defekte moglich, sondern auch zum Ersatz von Knochenfragmenten bei
Patienten, bei denen es aufgrund unterschiedlicher Erkrankungen zu gro3eren Knochenverlusten am

Kieferknochen gekommen ist (Ewers et al. 2003).

2.7.7. Protected bone healing

Protected bone healing (pbh) wird oft auch als guided bone regeneration (gbr) bezeichnet und hat
zum Ziel, eine verbesserte Knochenregeneration iiber den Gebrauch von Barrieremembranen zum
Schutz vor Weichteilgewebevorfillen in den Knochendefekt zu erreichen (Dahlin et al. 1988).
Dieses Konzept wird vor 50 Jahren eingefiihrt, als Zelluloseazetatmembranen fiir die Regeneration
von Nerven und Sehnen experimentell verwendet werden (Campbell et al. 1956; Ashley et al.
1959). Murray et al. (1957) berichteten iiber verbesserte Knochenbildung nach Einsetzen von
perforierten Kunststoffmembranen, welche bei Oberschenkeldefekten beim Hund angewendet
werden. Nachfolgende Tierstudien meldeten verbesserte Knochenheilung von Rippenfrakturen und
Oberschenkelknochendefekten bei der Anwendung von Zelluloseazetatmembranen und
Milliporemembranen (Hurley et al. 1959; Riiedi und Bassett 1967). In der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie sind erfolgreiche Ergebnisse auch beim Verbringen von mechanischen Barrieren
iiber Kieferdefekte beim Kaninchen (Kahnberg 1979) und iiber Schideldefekte bei Ratten (Melcher
1969) berichtet worden. Diese experimentellen Studien zeigen, dass die Knochenregeneration
bedeutend erhoht wird, wenn die Invasion des weichen Gewebes in den Defektbereich mechanisch
verhindert wird. Verschiedene nicht resorbierbare und resorbierbare Membranmaterialien sind in
experimentellen und klinischen Studien im Zusammenhang mit der pbh-Behandlung verwendet
worden. Die wiinschenswerten FEigenschaften von fiir die pbh-Therapie verwendeten
Barrieremembranen sind Biokompatibilitit, Zellbarrierefunktion, Gewebeintegration und die
einfache klinische Anwendung (Karring et al. 1993). Die nicht resorbierbaren Barrieremembranen

miissen in einem zweiten chirurgischen Eingriff entfernt werden. Dieser Nachteil fiihrt zur
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Entwicklung von resorbierbaren Membranen. Mehrere resorbierbare Materialien finden mit
unterschiedlichem Erfolg in der Knochenregeneration Verwendung: Kollagen Typ I, Polyurethan,
Polyglactin 910, Polymilchsdure, Polyglycolsdure, Polyorthoester und verschiedene Copolymere.
Wenn man diese Membranen in ein biologisches System transplantiert erleben die resorbierbaren
Polymere vier Stufen der Degradierung:

1. Hydration,

2. Stabilitdtsverlust,

3. Substanzverlust,

4. Auflosung iiber Phagozytose (Retzepi und Donos 2010).
Die Zeitspanne, welche fiir den Membranabbau bendtigt wird héngt von der Art des Polymers, des
pH-Wertes, der Temperatur, des Polymerkristallisationsgrades und des Membranvolumens ab
(Warrer et al. 1992; Hammerle und Jung 2003). Dahlin et al. (1988) standartisieren den pbh-
Grundsatz an Ratten mit 5Smm Durchmesser transmandibuliren Defekten. Sechs Wochen
postoperativ sind die Mandibuladefekte, welche mit Polytetrafluordthylenmembranen (e-PTFE)
bedeckt sind, mit Knochen vollkommen durchbaut. Die Defekte ohne pbh weisen fasriges Gewebe,
eine muskulose Gewebeinvasion im Defektgebiet und eine dadurch verschlechterte Defektheilung
auf. In einer nachfolgenden experimentellen Studie wird ein dhnliches Modell mit critical size
defect in Rattenunterkiefern verwendet, um die pbh Behandlungswirkung im Anschluss an die
Anwendung von resorbierbaren Membranen zu bewerten. Die Autoren weisen allmihliche
Regeneration des mandibuldaren Knochens vom 15. bis 180. Tag postoperativ nach, wohingegen die
Bildung von neuem Knochen in nicht pbh behandelten Kontrollseiten nach 1 Monat stagniert
(Kostopoulos et al. 1994). Die Wirkung von nicht resorbierbaren oder von resorbierbaren
Membranen auf die Behandlung der critical size defects von Ober- oder Unterkiefern ist weiter in
verschiedenen experimentellen Modellen an Ratten untersucht worden (Sandberg et al. 1993; Bartee
und Carr 1995; Zellin et al. 1995; Matzen et al. 1996; Zahedi et al. 1998; Ohnishi et al. 2000). Im
Laufe der letzten Jahrzehnte findet eine Reihe von polyglykoliden und polylactiden Membranen fiir
das pbh Verwendung (Sverzut et al. 2008). Eine besonders erfolgreiche Variante ist die
resorbierbare pordse Membran Poly(L-lactide-co-D,L-lactide), welche auf ihren Einfluss auf die
Regeneration von critical size Knochendefekten in verschiedenen Tiermodellen mit
unterschiedlicher Porengréfle erfolgreich getestet wurde (Pineda et al. 1996; Gugala und

Gogolewski 2002).
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2.8. Critical-size Defektmodell des Knochens

Knochendefekte kritischer GroBe (critical size defects) sind die Hauptstiitze von vorklinischen
Studien geworden, um Strategien zur Knochenreparatur zu bewerten und zu vergleichen. 2009
verdffentlicht die American Society for Testing and Materials den ,,Standard Guide for Preclinical
In Vivo Evaluation in Critical Sized Segmental Bone Defects* (F2721-09) (ASTM 2008), welcher
als Quelle dient. Critical size defects werden als Defekte definiert, welche ohne ein medizinisches
Eingreifen nicht ausheilen werden. Der Oberschenkelknochen oder die Tibia finden oftmals
Verwendung, der Nachteil ist aber, dass diese Methoden eine zusitzliche Fixierung bendtigen.
Critical size Knochendefektmodelle an Radius, Ulna und Metatarsus finden ebenfalls Verwendung
und konnen oftmals ohne zusdtzliche Fixierung durchgefiihrt werden. Die wirkliche Defektgrofe,
welche notwendig ist, um eine Heilung ohne Eingreifen auszuschlieBen, dndert sich mit der Tierart
und der anatomischen Lage des Defektes. Zylindrische Defekte in Knochen der Maus, der Ratte und
des Kaninchens sind oftmals der Ausgangspunkt fiir die Bewertung von Biomaterialien. Sie stellen
eine stabile mechanische Umgebung zur Verfiigung, die ein inneres Fixieren nicht verlangt
(Muschler et al. 2010). Fiir die Untersuchung von Biomaterialien und chirurgischen Strategien in
der Mund- Kiefer- und Gesichtschirurgie werden einige Tiermodelle etabliert, einschlielich
critical size defects des Schidels (Schmitz et al. 1990; Mardas et al. 2002; Pang et al. 2004; Kanou
et al. 2005; Develioglu et al. 2006; Sawyer et al. 2009; Umoh et al. 2009) und der Mandibula
(Saadeh et al. 2001; Schortinghuis et al. 2003) bei Ratten. Vorteil des critical size defect an der
Mandibula ist die mechanische Belastung wéihrend des Kauvorganges, welche die Proliferation von

Osteoblasten stimuliert (Wiesmann et al. 2004).
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3. Material und Methoden

3.1. Fettabgeleitete Stammzellen

Das Fettgewebe zur Gewinnung der humanen ADSC wurde im Rahmen eines Routineeingriffes in
der Klinik und Poliklinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universitdtsklinikums
Gielen gewonnen. Es wurden nach ausfiihrlicher Aufkldrung wund  schriftlicher
Patienteneinwilligung und unter Bewilligung der Ethikkommission der Universitit Giellen
(Antragsnummer: 141/04) bei einem 45 jdhrigen Spender am dorsalen Beckenkamm 40g
Fettgewebe entnommen. Fiir die in vitro Versuche wurden ADSC aus Fettgewebebiopsien eines
Patienten isoliert und bis Passage drei kultiviert. Zellen in dritter Passage wurden kryokonserviert

oder direkt in vitro verwendet.

3.1.1. Isolierung von ADSC

Die Isolierung der Stammzellen wurde unter sterilen Bedingungen an einer Sterilarbeitsbank mit
Laminar Flow durchgefiihrt, sofern nicht anders angegeben.

Die ADSC wurden nach einem leicht modifizierten, standardisierten Protokoll von Zuk et al. (2001)
isoliert. 40g Fettgewebe wurde nach der Entnahme mit Schere und Pinzette zerkleinert und danach
in ein Sieb (cell dissociation sieve) mit einem 60 mesh screen iiberfiihrt. Das im Sieb befindliche
Fettgewebe wurde unter Zuhilfenahme eines StoBels und Ringer-Laktat-Losung gewaschen, bis
keinerlei blutige Verfarbungen mehr zu erkennen waren. AnschlieBend erfolgte die enzymatische
Verdauung. Dazu wurde das von Blutbestandteilen gereinigte Fettgewebe in zwei 50 ml Falcon
Rohrchen zu je 20 ml iiberfiihrt und mit 20 ml auf 37°C vorgewarmter Ringer-Laktat-Losung, 2 ml
Citrat und 0,625 ml Liberase versetzt und bei 37°C im Wasserbad fiir eine Stunde unter stindigem
Schwenken inkubiert. Im Roéhrchen bildete sich nach dem Dichtegradienten eine obere Fettphase
und eine untere Fliissigphase, in der sich die Stammzellen als Suspension befanden. Die
Fliissigphase wurde mit einer 20 ml Pipette abpipettiert und in ein weiteres 50 ml Falcon R6hrchen
iiberfiihrt. Diese Probe wurde bei 1200 G fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Weitere Bestandteile der
Fettgewebebiopsie wie Adipozyten oder Blutbestandteile konnten so entfernt bzw. reduziert
werden. Im unteren Bereich der Probe befand sich nun ein festes Zellpellet, welches die
Stammzellen enthielt. Die obere fliissige Phase wurde abpipettiert. Das Zellpellet wurde mit 30 ml

Expansionsmedium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in 175 cm? Zellkulturflaschen
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ausplaziert. Es wurden Standardbedingungen zur Zellkultur verwendet (37°C, 6% CO,). Nach 24 h
wurden nicht adhdrente Zellen, wie eventuell verbliebene Erythrozyten und Leukozyten, durch
Waschen der Kulturflaschen mit PBS entfernt und das Kulturmedium komplett gewechselt. Da
Stammzellen die einzigen adhérenten Zellen sind, erhdlt man nach den ersten Mediumwechseln
eine reine Stammzellkultur (Zuk et al. 2001). Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage. Mit
Hilfe des inversen Mikroskops wurden die Kulturen tiglich morphologisch beurteilt und ihr

Wachstum kontrolliert.

3.1.2. Passagieren der ADSC

Sobald die adhidrenten Stammzellen eine Konfluenz von circa 90% erreicht hatten, wurden sie mit
Hilfe von Trypsin-EDTA in Suspension gebracht. Hierfliir wurde das Medium abgesaugt und die
Zellkulturflasche mit PBS gespiilt. AnschlieBend wurden 5 ml Trypsin-EDTA Losung
hinzugegeben. Nach 5 Minuten haben sich die Zellen aus ihrer Bindung geldst und es ist eine
Zellsuspension entstanden. Die proteolytische Reaktion wurde durch die Zugabe von 10 ml
Expansionsmedium gestoppt und die Zellsuspension in ein 50 ml Falcon Réhrchen iiberfiihrt. Die
Suspension wurde bei 1200 G fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Die fliissige Phase wurde abpipettiert
und das gebildete Zellpellet in 9 ml Expansionsmedium resuspendiert und je zu einem Drittel mit

30 ml Expansionsmedium in Kultur ausplaziert.

3.1.3. Kryokonservierung der ADSC

RegelmiBig wurden tiiberschiissige ADSC zur Konservierung eingefroren. Dazu wurden sie wie
oben beschrieben mit Trypsin-EDTA abgelost und mit 10 ml Expansionsmedium abzentrifugiert.
AnschlieBend wurden Portionen mit jeweils 500.000 Stammzellen mit 1 ml Einfriermedium in
Kryordhrchen tiiberfiihrt. Die Kryorohrchen wurden fiir 2 Tage bei -70 °C gelagert, bevor sie

anschlieBend in fliissigem Stickstoff gelagert und so fiir mehrere Jahre konserviert wurden.

3.1.4. Auftauen der ADSC

Das Auftauen der Stammzellen musste aufgrund des zelltoxischen DMSO ziigig durchgefiihrt
werden. Daher wurden die Kryorohrchen in einem Wasserbad bei 37 °C fiir 2 Minuten aufgetaut,
die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon Roéhrchen iiberfiihrt und zusammen mit 10 ml
Expansionsmedium bei 1200 G fiir 5 Minuten abzentrifugiert. Die fliissige Phase wurde abpipettiert
und das Zellpellet mit 30 ml frischem Expansionsmedium resuspendiert. Die Suspension wurde in

neuen 175 cm? Zellkulturflaschen ausgesit, die dann im Brutschrank gelagert wurden.
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3.1.5. Kollagenscaffold

Um den Stammzellen ein dreidimensionales Geriist vorzugeben, in das sie schon vor Implantation
in die Ratte einwachsen konnen, wurde sich fiir einen biologisch organischen Knochenersatzstoff
aus equinem Kollagen als scaffold entschieden. Dazu wurden die scaffolds 14 Tage lang mit den
ADSC kultiviert um zu gewihrleisten, dass sie geniligend Zeit haben sich in dem gesamten
Tragermaterial liber seine Poren dreidimensional auszubreiten. Das Trdgermaterial besteht aus
einem individualisierten Kollagenkegel, der durch Osteokonduktivitidt nach einer Zahnextraktion zu
einer besseren Regenration einer Extraktionsalveole fithren soll (Parasorb®, Resorba
Wundversorgung GmbH + Co. KG, Niirnberg, Deutschland). Vorteile dieser scaffolds aus Kollagen
ist die Osteokonduktivitit, die stabile Struktur und der Schutz des Defektes vor einem Eindringen
von Weichteilgewebe, die rasche Integration im umliegenden Gewebe und ein einfaches
Zuschneiden sowie seine geringe Rontgendichte. Die Dentalkegel waren Vorserienmuster mit
einem Durchmesser von 1,2 cm und einer Hohe von 1,6 cm, die im Vergleich zu den auf dem Markt
verfiigbaren Produkten eine hohere Porositdt mit einer Porengrosse von 200 um aufwiesen. Ein

Dentalkegel enthélt 22,4 mg equine, native, hochreine Kollagenfibrillen.

3.1.6. Besiedlung des Kollagenscaffolds

Zunichst wurden die Kollagenkegel unter einer Sterilwerkbank mit Hilfe von Skalpell und Pinzette
zylindrisch zugeschnitten mit einem Durchmesser von 5 mm und einer Dicke von 1 mm. Die
Stammzellen wurden wie oben beschrieben mit Trypsin-EDTA abgeldst, gezéhlt und in 10 ml
Expansionsmedium abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Stammzellen resuspendiert und
jeweils 15 pl Expansionsmedium mit 500.000 Stammzellen auf das scaffold, welches sich in
Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 35 mm befand, mittels Pipette aufgetropfelt. Die
Zellen befanden sich in Passage drei. Des Kollagenscaffold saugte diese Zellsuspension aufgrund
seiner erhohten Porengréfe sofort auf. Nach 45 Minuten wurden der Matrix zunéchst 0,5 ml und
nach weiteren 45 Minuten 1,5 ml Expansionsmedium hinzugegeben. Die Kollagenmatrizen und die
Stammzellen wurden fiir 14 Tage unter Standartbedingungen kultiviert (Abbildung 2). Es wurde
jeden zweiten Tag ein Mediumswechsel mit 2 ml Expansionsmedium durchgefiihrt. Um
auszuschlieBen, dass die Stammzellen bei einem Mediumswechsel aus dem scaffold geschwemmt
wurden und auBlerhalb dieses wachsen, wurden die Proben unter dem inversen Mikroskop

regelmiBig untersucht.
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Abbildung 2: Kollagenscaffold (weill, Mitte) nach 14 tigiger Kultivierung mit ADSC (adipose
derived stem cells) in Zellkulturschale vor Entnahme und Transplantation in den critical size defekt

des Rattenunterkiefers.

3.1.7. Charakterisierung der ADSC mittels Durchflusszytometrie

Durchflusszytometer erlauben mit sehr hoher Flexibilitdt die quantitative Vermessung und
molekulare Charakterisierung intakter Zellen. Die derzeit fiir analytische Anwendungen und
insbesondere in der Diagnostik eingesetzten Durchflusszytometer zeichnen sich durch einen
geschlossenen Messaufbau aus, bei dem mit einer vom Hersteller vorjustierten Laser-Einkopplung
und Optik die Analyse von Zellen in einem geschlossenen Probenstrom in einer Kiivette erfolgt.
Die durchflusszytometrischen Analyse basiert auf der Messung von Lichtstreuung und
Fluoreszenzen in dem Moment, in dem die Zellen in Groflen zwischen 0,2 und 20 um einen
rechtwinklig zum Probenfluss angeordneten Laserstrahl, hydrodynamisch fokussiert, innerhalb
eines laminaren Probenstroms passieren (Abbildung 3). Am Messpunkt, dem gemeinsamen Fokus
des Probenstroms und eines Lasers als monochromatischer Lichtquelle, dienen die Streuung des
Anregungslichts und die Anregung von fluoreszenten Markern der simultanen Analyse von
physikalischen und molekularen Eigenschaften der einzelnen Zellen. Fiir eine optimale Anstrahlung
muss der Fliissigkeitsstrom die Partikel mdglichst in die Mitte der Messkammer durch den
Laserstrahl transportieren (interrogation point). Aullerdem soll jeweils nur eine Zelle oder Partikel
den Laserstrahl passieren. Um dieses ausfiihren zu konnen, wird die Probe in die Messzelle und den
Strom der schnell flieBenden Tragerfliissigkeit (Hiillstrom) oder auch Mantelfliissigkeit genannt
unter hoherem Druck “injiziert”. Die Messkammer eines Zytometers wird Durchflusszelle genannt.
Der Probenstrom wird aufwirts durch eine optisch klare Region der Durchflusszelle (Kiivette) unter

Druck gesetzt.
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In der Durchflusszytometrie tritt dann Lichtstreuung auf, wenn ein Partikel einer kolloidalen
Losung das einfallende Laserlicht ablenkt (TYNDALL-Effekt). Das Mal} dieser Streuung héngt von
den physikalischen Eigenschaften des Partikels ab, ndmlich von seiner Gréfe und internen
Komplexitit. Faktoren, die die Lichtstreuung beeinflussen, sind die Zellmembran, der Kern und alle
granuldren Zellkomponenten (z.B. Mitochondrien, endoplasmatisches Retikulum und Golgi-
Apparat). Ebenso tragen die Zellform und Oberflichenbeschaffenheit zur totalen Lichtstreuung bei.
Ein Molekiil mit fluoreszierenden Eigenschaften absorbiert Lichtenergie in einem Bereich, der
charakteristisch fiir diese Verbindung ist. Die Energie des absorbierten Lichts hebt ein Elektron des
Molekiils in einen hoheren Energielevel. Das angeregte Elektron geht schnell in den Grundzustand
zuriick und emittiert die liberschiissige Energie als Lichtquant in Form eines Photons. Dieser
Energietlibergang wird als Fluoreszenz bezeichnet. Die Fluoreszenzintensitit ist proportional zu den
gebundenen Fluorochromen. Je mehr gebundene Fluorochrome, umso mehr Fluoreszenz wurde
emittiert und umso hoher ist die Fluoreszenzintensitit. Der Energiebereich des Lichtes, innerhalb
dessen eine Fluoreszenzverbindung angeregt werden kann, wird als Absorptionsspektrum
bezeichnet. Weil mehr Energie im Absorptionsiibergang verbraucht, als im Fluoreszenziibergang
emittiert wird, sind die emittierten Wellenldngen ldnger bzw. groBer als die absorbierten. Der
Bereich der emittierten Wellenldngen filir eine Einzelverbindung wird als Emissionsspektrum
bezeichnet. Es kdnnen mehr als ein Fluorochrom gleichzeitig verwendet werden, wenn jedes sich
bei 488 nm anregen ldsst, und die Wellenldngen der entsprechenden Emissionspeaks sich nicht
extrem iiberlappen. Um den Uberlappungsbereich zu korrigieren, muss kompensiert werden was
bedeutet, dass der Anteil der Uberlappung berechnet wird und dann jeweils subtrahiert wird. Ist ein
Fluoreszenzfarbstoff an einem monoklonalen Antikérper gebunden, dann kann dadurch, basierend
auf den einzelnen Antigen-Oberflichenmarkern der Zelle, die Identifizierung eines bestimmten
Zelltyps erfolgen. Die den physikalischen und molekularen FEigenschaften der Zellen
entsprechenden Lichtsignale werden quantifiziert und in einer multiparametrischen Messung fiir
jede Zelle einzeln in einen Datenspeicher geschrieben.

Das elektronische System wandelt die Lichtsignale in den Detektoren zuerst in elektronische und
dann in digitale Signale um, die dann vom Computer bearbeitet werden konnen. Die Lichtsignale
werden durch Photodetektoren in elektronische Signalpulse (Spannungsveridnderungen)
umgewandelt und nachfolgend bei der Daten-Digitalisierung in entsprechende Messkanalwerte
klassifiziert. Die Durchflusszytometriedaten werden gemill einem Standardformat, dem flow

cytometry standard, gespeichert. Der Computer speichert die Daten des Zytometers als sogenannte
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listmode Dateien. In einer Darstellung konnen gleichzeitig zwei Messparameter dargestellt werden.
Als zweidimensionale Darstellungen sind so genannte dot-plots (Punktwolkendarstellungen) iiblich.
Hier werden auf der x- und y-Achse jeweils die Intensitdtsverteilungen von zwei Messparametern
aufgetragen. In einer 1- oder 2-D Darstellung kann mit Hilfe der grafischen Maus eine Region auf
dem Computerbildschirm gezeichnet werden, die nur eine Teilmenge der dargestellten
Messereignisse umfasst. Die Region wird dazu benutzt, um die Eigenschaften der darin enthaltenen
Partikel fiir die weitere Analyse zu definieren. Dort lassen sich auch Regionen definieren, in denen
der Anteil einer markierten Population unter allen dargestellten Zellen ermittelt werden kann. Zur
Immunphénotypisierung von Zellen ist vor allem die eindeutige Beschreibung der Zellen im
entsprechenden Probenmaterial wichtig. Besonders zu beachten ist, dass viele Antigene auf
mehreren Populationen von Zellen exprimiert werden, so dass lediglich eine Kombination von
Antikorpern zu einer eindeutigen Beschreibung der Zellen fiihrt. Die Vorteile der
Durchflusszytometrie z.B. gegeniiber der Immunfluoreszenz sind die genauen Aussagen zu
Intensitdt der Fluoreszenz, die Erfassung groBler Zellzahlen innerhalb kurzer Zeit, gleichzeitige
Erfassung von zwei morphologischen und bis zu flinf oder mehr Fluoreszenzparametern je Zelle.
Die Computeranalyse ermoglicht die Typisierung von Subpopulationen. (Sack et al. 2006; Zeilinger
und Hiibl 2006).
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Abbildung 3: Korrelierte Darstellung von Messsignalen bei der Durchflusszytometrie. Fiir jede
einzelne Zelle werden gleichzeitig mehrere Fluoreszenzsignale aufgenommen. Wéhrend
Histogramme darstellen, mit welcher Haufigkeit einzelne Fluoreszenzintensititen erreicht werden,
erlauben Dot-Plots den Zusammenhang von Fluoreszenzsignalen darzustellen. (Quelle: Sack,
Tarnok und Rothe (2006). ,,Zellulire Diagnostik - Grundlagen, Methoden und klinische
Anwendungen der Durchflusszytometrie®. Karger Verlag, S. 49.)

Die durchflusszytometrischen Analysen wurden im Institut fiir Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin des Universititsklinikums Gieen in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Nelli Baal
durchgefiihrt.

Damit man sicher sein konnte, dass es sich bei den in Kultur befindlichen Zellen, um Zellen mit
Stammzelleigenschaften handelt, musste man sie entsprechend verifizieren. Nach ausfiihrlicher
Recherche (Gronthos et al. 2001; Zuk et al. 2001; 2002; De Ugarte et al. 2003; Strem et al. 2005;
Meliga et al. 2007) wurde sich fiir 5 verschiedene stammzellspezifische Oberflichenmarker CD
105, CD 49d, CD 166, CD 13 und STRO-1 zur phinotypischen Charakterisierung der Zellen
entschieden.

Konfluente Kulturen von ADSC der Passage drei und zehn wurden wie oben beschrieben mit
Trypsin-EDTA abgelost, mit PBS gewaschen und gezdhlt. Zur Messung der Autofluoreszenz
wurden Leerproben mit 650.000 Zellen in 10 pl PBS gescannt. Eine Kompensation der
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Autofluoreszenz aus den Ergebnissen war in diesem Fall nicht notig, da die Zellen eine sehr geringe
Autofluoreszenz zeigten. Um den Wellenlédngenbereich der Fluorochrome zu ermitteln wurden zwei
Ansitze mit 100 pl stain buffer, 60 ul BD™ CompBeads Negative Control bzw. BD™ CompBeads
Anti-Mouse Ig, k beads und 20 pl der jeweilig zu testenden Antikdrpersuspension 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben bei 200 G fiir 10 Minuten abzentrifugiert, in
500 pl stain buffer resuspendiert und mit dem Durchflusszytometer untersucht. Da sich die
Wellenlidngen der Fluorochrome der Antikorper CD 49d und CD 166 zu stark {iberlappten, wurden
zwei Proben angesetzt. Bei den verschiedenen Fluorochromen einer Probe wurde eine
Kompensation mit Hilfe der Software durchgefiihrt. Jeweils 650.000 Zellen wurden mit 10 ul PBS,
5 ul pro 10° Zellen CD 105 Antikdrpersuspension und STRO-1 Antikdrpersuspension und 20 pl pro
10° Zellen CD 166 Antikorpersuspension und CD 13 Antikdrpersuspension in Probe 1 versetzt. In
der zweiten Probe wurde CD 166 Antikorpersuspension durch 20 pul CD 49d Antikérpersuspension
ersetzt. Die beiden Proben wurden fiir 45 Minuten auf Trockeneis im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend wurden sie mit 2ml PBS gewaschen, bei 300 G fiir 10 Minuten abzentrifugiert und in
300 ul PBS resuspendiert. Diese Proben wurden dann mit dem BD FACS Canto II (BD
Biosciences, San Jose, USA) untersucht. Die Auswertung erfolgte mit der Software BD FACS Diva
6.0 (BD Biosciences, San Jose, USA).

3.2. In vivo Versuch Rekonstruktion von Unterkieferdefekten der

immundefizienten Ratte
In dem vorliegenden Modell wurden athymischen und dadurch immundefizienten Ratten
standardisierte Knochendefekte (critical size defect) im Bereich des Unterkieferwinkels gesetzt, die
ohne therapeutische Maflnahmen nicht spontan ausheilen wiirden. Je nach Versuchsprotokoll
wurden den Ratten undifferenzierte ADSC in verschiedenen Trdgermaterialien wie Fibrin und
Kollagen, eine resorbierbare makropordse Folie zum protected bone healing, autologes
Knochentransplantat oder eine Kombination der verschiedenen Therapien eingesetzt. Damit sollte
zum einen die osteogene Potenz von ADSC in unterschiedlichem Trigermaterial gekldrt werden
und zum zweiten mit den gegenwértig iiblichen Verfahren zur Knochenrekonstruktion und dem
derzeitigen ,,Goldstandard”, dem autologen Knochentransplantat, in Bezug auf die

Knochenregenerationsrate verglichen werden.
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3.2.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden ausschlieBlich zu Versuchszwecken geziichtete immundefiziente
athymische Nacktratten (Crl:NIH-Foxnl™") eingesetzt. Die rnu-Mutation trat in einer Auszucht-
Kolonie von Rowett Hooded Ratten in Schottland auf. Seit 1994 erfolgt die Zucht bei Charles River
Deutschland. Alle Ratten waren ménnlich und wurden von Charles River Deutschland GmbH
Sulzfeld im Alter von 6 Wochen bezogen und in einem Alter von 7 bis 9 Wochen mit einem
Gewicht von 250 bis 290 Gramm operiert. Die Tiere wurden iiber die gesamte Versuchszeit im
zentralen Tierlabor der Justus-Liebig-Universitit GieBen gehalten und standen stindig unter
veterindrmedizinischer Kontrolle. Untergebracht waren die Tiere auf autoklavierten
Weichholzspédnen Grade 6 (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland)
préoperativ in Gruppenhaltung mit bis zu 5 Tieren in Macrolon-Kéfigen der GroB3e IV mit erhohten
Kifigdeckeln und postoperativ in Einzelhaltung in Macrolon-Kéfigen der GroBe III mit erhohte
Kifigdeckeln. Als Kaéfig-enrichment dienten den Ratten zugeschnittene Spieltunnel (Ebeco,
Castrop-Rauxel, Deutschland). Die rnu-Ratten wurden in einem separierten Raum bei einer
Raumtemperatur von 22-24 °C, einer Luftfeuchte von 40%, einem Luftwechsel von 15-20 n/Stunde
und einem Hell-Dunkel Wechsel von 12 h gehalten. Gefiittert wurden die Tiere mit Altromin 1324
TPF Haltungsdidt fiir Ratten und Méuse Alleinfuttermittel fiir Versuchstiere total pathogenfrei
vakuumiert (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland) ad libidum. Wasser
stand in Nippeltranken ebenfalls ad libidum zur Verfiigung. Der Tierversuch wurde vor Beginn der
Studie von der Tierschutzkommission des Regierungspriasidiums GieBen (Geschiftszeichen: V54-

19¢20/15(1)GI20/10 Nr. 41/2005) genehmigt.

3.2.2. Gruppeneinteilung und chirurgischer Eingriff

Nach der statistischen Vorplanung unter Beriicksichtigung der Zielparameter und
Gruppeneinteilung in Zusammenarbeit mit der AG Medizinische Statistik am Institut fiir
Medizinische Informatik der Justus-Liebig-Universitdt GieBBen (Leiter: Dr. R.-H. Bdodeker) wurde
eine Gruppengréfle von 10 Tieren pro Untersuchungsmaterial festgesetzt. Zunichst wurde nach
Vorgabe des Regierungsprasidiums ein Pilotversuch mit 4 Tieren zum Nachweis der
Durchfiihrbarkeit und der Wirksamkeit durchgefiihrt. Hiernach wurden 5 Versuchsgruppen fiir die
Studie geplant (Tab. 1).
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 | Gruppe 5
Mandibulaseite 1 | Kontrollseite | pbh Kontrollseite | scaffold | pbh, Fibrinkleber
ADSC
Mandibulaseite 2 | pbh pbh autologes scaffold | pbh scaffold
Fibrinkleber | Knochen- ADSC ADSC
ADSC transplantat

Tabelle 1 Darstellung der 5 Versuchsgruppen; Gruppengrofle n=10; split mouth Studie;
Therapieseiten critical size defect: Kontrollseite ohne Transplantat, pbh (protected bone healing)
ohne Transplantat, pbh mit 500.000 ADSC (adipose derived stem cells) eingebettet in Fibrinkleber,
Transplantation eines Kollagenscaffold, Transplantation eines Kollagenscaffold nach 14 tigiger

Kultivierung mit ADSC mit und ohne pbh.

Die chirurgischen Eingriffe wurden ausschlieBlich im Operationssaal des zentralen Tierlabors der
Justus-Liebig-Universitit Gieen durchgefiihrt. Die rnu-Ratten wurden zundchst tierdrztlich
untersucht und bei ungestortem Allgemeinbefinden gewogen. AnschlieBend wurden sie mit 1 ml/kg
KG Ketamin 10%® (100 mg/kg KG Ketaminhydrochlorid, bela-pharm GmbH & Co. KG, Vechta,
Deutschland) und 0,2 ml’kg KG Domitor® (0,2 mg/kg KG Medetomidinhydrochlorid, Pfizer
Pharma GmbH, Berlin, Deutschland) intraperitoneal narkotisiert. Den Ratten wurde das
Operationsfeld rasiert, gereinigt und desinfiziert, sowie mit 0,4 ml/kg KG Xylocain 1% mit
Adrenalin (4 mg/kg KG Lidocainhydrochlorid und 0,002 mg/kg KG Epinephrin, AstraZeneca
GmbH, Wedel, Deutschland) lokal anésthesiert. Zur Operation wurden die Ratten in Seitenlage
positioniert und die Kdrpertemperatur mit einem Wiarmekissen konstant gehalten. Es wurde ein
circa 2 cm groBer Hautschnitt vom caudalen Unterkieferrand nach rostral durchgefiihrt. Uber den
Musculus masseter wurde sich unter Schonung der nervalen Versorgung auf den Unterkieferwinkel
vorprapariert. Mit Hilfe eines Raspatoriums wurde die Kaumuskulatur lingual und buccal vom
Knochen gelost. Unter Schutz der lingualen Kaumuskulatur durch das Raspatorium wurde ein
Trepanbohrer von buccal im Abstand von 10 - 15 mm zum Margo ventralis und caudalis der
Mandibula angesetzt und ein Smm im Durchmesser groBer critical size defect gesetzt. Je nach
Versuchsprotokoll wurde unterschiedlich weiter verfahren. In Gruppe 1 wurde der Defekt auf einer
Mandibulaseite als Kontrolle ohne Therapie belassen und auf der Gegenseite wurde lingual und
buccal des Defekts eine chirurgische, resorbierbare makropordse Folie aus Copolymer mit einem

Verhéltnis 70:30 Poly (L-lactid-co-D,L-lactid) (Orthopaedic Sheet 160mm x 200mm x 0,5mm,
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MacroPore Biosurgery, San Diego, USA) eingesetzt, um diesen vor umgebenden Weichteilgewebe
abzuschirmen (pbh) (Abbildung 5). Bei Gruppe 2 wurden kurz vor Beginn der Operation im
Forschungslabor 500.000 ADSC wie oben beschrieben mit Trypsin-EDTA abgelost und
abzentrifugiert, anschlieBend wurde das Zellpellet mit 20 ul PBS in einem Eppendorfrohrchen
resuspendiert und unter Kiihlung auf Trockeneis in den Operationssaal verbracht. Die Zellen
wurden in Fibrinkleber (Beriplast® P Combi-Set 0,5 ml, CSL Behring GmbH, Hattersheim am
Main, Deutschland) integriert und mit Hilfe eines Formgebers aus Acrylglas (Feinmechanische
Werkstatt, Physiologisches Institut der Justus-Liebig-Universitit Gieen) ein Smm im Durchmesser
grofBes zylindrisches Pellet geformt, welches auf einer Mandibulaseite in den Defekt transplantiert
wurde, zusétzlich wurde der Defektbereich durch pbh geschiitzt. Der Fibrinkleber diente dazu, die
Stammzellen im Defektbereich zu fixieren. Zwischen der Entnahme der Stammzellen aus der
Kultur und der Transplatation in den Defektbereich vergingen somit nicht mehr als 20 Minuten. Auf
der Gegenseite wurde analog zu Gruppe 1 pbh durchgefiihrt. In Gruppe 3 wurde der Defekt auf
einer Unterkieferseite ohne Therapie belassen und auf der Gegenseite wurde ein autologes
Knochentransplantat eingesetzt. Dazu wurden die entnommenen Kompakta-Knochenstiicke der
Defektregion zerkleinert, sowie mit Natriumchloridlosung 0,9% (B. Braun, Melsungen,
Deutschland) gespiilt und anschlieBend reimplantiert (Abbildung 4). Bei Gruppe 4 wurde ein
Kollagenscaffold, welcher zuvor zusammen mit 500.000 ADSC fiir 14 Tage kultiviert wurde, circa
15 Minuten nach Entnahme der Zellkulturschale aus dem Inkubator in die Defektregion einer
Unterkieferseite transplantiert (Abbildung 5). Auf der Gegenseite wurde ein auf DefektgroB3e
zugeschnittenes Kollagenscaffold ohne Stammzellen eingesetzt. Analog zu Gruppe 4, wurde bei
Gruppe 5 ein Kollagenscaffold mit ADSC auf einer Mandibulaseite in den critical size defect
eingesetzt und auf der Gegenseite wurden 500.000 ADSC eigebettet in Fibrinkleber, analog zu
Gruppe 2, transplantiert. Auf beiden Seiten wurde zusitzlich pbh durchgefiihrt. Muskulatur und
Haut wurden zweischichtig mit resorbierbarem Nahtmaterial Vicryl 4-0, ungefarbt, geflochten
(Johnson & Johnson MEDICAL GmbH, Norderstedt, Deutschland) verndht und die Naht mit
Gewebekleber auf Cyanacrylat-Basis LIQUIBAND™ (MedLogic Global Limited, Plymouth,
England) bedeckt. Die Operationszeit betrug im Durchschnitt 45 Minuten.
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Abbildung 4: Ratte intraoperativ; OP-Bereich durch Wundspreizer offen gehalten: Versuchsgruppe

3: freipraperierter Unterkieferwinkel nach Erstellen des critical size defect und Reimplantation des

zerkleinerten autologen Knochentransplantates.
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Abbildung 5: Ratte intraoperativ; OP-Bereich durch Wundspreizer offen gehalten; freipriperierter

Unterkieferwinkel nach Erstellen des critical size defect; A: Versuchsgruppe 1, Raspatorium mit
makropordser Folie lingual unter Unterkieferwinkel mit critical size defect vorgeschoben; B:
Versuchsgruppe 4, Kollagenscaffold nach 14-tdagiger Kultivierung mit ADSC (adipose derived stem

cells) in critical size defect im Bereich des Unterkieferwinkels transplantiert.

3.2.3. Postoperative Phase

Den Tieren wurde 1,5h nach initialer Narkosegabe 0,2ml’kg KG Antisedan® (1 mgkg KG
Atipamezolhydrochlorid, Pfizer Pharma GmbH, Berlin, Deutschland) zur Antagonisierung
subcutan, sowie 10 ml’kg KG 5 %-ige Glucoselosung (B. Braun, Melsungen, Deutschland)

intraperitoneal verabreicht. Die Korpertemperatur der Tiere wurde wihrend der Narkose und in der
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Aufwachphase durch Wirmekissen bzw. Wirmelampe konstant gehalten. Uber 3 Tage wurden die
Tiere analgetisch mit 0,4 ml/’kg KG Metacam® (2 mg/kg KG Meloxicam, Boehringer Ingelheim
Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein, Deutschland) subcutan versorgt. Gefiittert wurden
die Tiere tiglich mit frisch in Wasser eingeweichten Futterpellets Altromin 1324 TPF Haltungsdiét
fiir Ratten und Mause Alleinfuttermittel fiir Versuchstiere total pathogenfrei vakuumiert und
Hundefutter nass der Marke Pedigree Pur reich an 5 Sorten Fleisch (Mars GmbH, Verden,
Deutschland), beides ad libidum. Weiterhin stand den Ratten Wasser in Nippeltrdnken ad libidum
zur Verfliigung. Die Ratten wurden téglich einer Gewichtskontrolle unterzogen und ihr

Allgemeinbefinden beurteilt.

3.2.4. Standzeiten und Versuchsabschluss

Die Tiere wurden nach Ablauf der 8. postoperativen Woche mittels CO,-Applikation in einem
abgedichteten Gefdl3 getotet. Durch die Inhalation des Gases werden die Tiere innerhalb weniger
Sekunden bewusstlos und erliegen innerhalb einer Minute einem Atem- und Kreislaufstillstand.
Nach der Euthanasie wurden die Unterkiefer entnommen und zur Fixierung flir die weiteren
histologischen und computertomographischen Untersuchungen in 50 ml Falcon Rohrchen mit 30 ml

gepuffertem Formaldehyd 4% gegeben.

3.3. Auswertung des in vivo Versuchs

Die Defektregionen wurden sowohl qualitativ, wie auch quantitativ auf die Knochenneubildung hin
untersucht. Zum einen wurden die Tiere wihrend ihrer Standzeit am Tag der Operation und nach 1,
2, 4 und 8 Wochen postoperativ mit 0,2 ml/kg KG Domitor® sediert und in einem hochauflésenden
flat-panel Volumen Computertomographen (fpvCT) untersucht, anschlieBend wurde den Tieren
0,2ml/kg KG Antisedan® verabreicht. Um die Unterkieferproben histologisch zu untersuchen,
wurden sie in 4% Formaldehyd fixiert und in das Institut fiir Veterindr-Pathologie der Justus-

Liebig-Universitdt GieBen verbracht.

3.3.1. Flat-panel Volumen Computertomograph (fpvCT)

Die Abteilung Neuroradiologie der Justus-Liebig-Universitidt Giefen betreibt den eXplore Locus
Ultra (Abbildung 6). Dieses fpvCT ist ein hochauflésendes CT-System (GE Global Research,
Niskayuna, New York, USA) mit einem amorphen Silizium flat-panel zur Strahlendetektion. Dieses
Gerdt war der erste speziell fiir Kleintiere ausgewiesene Scanner, welcher die flat-panel
Technologie nutzt. Bei konventionellen Tomographen werden Detektorringe angewendet, deren

kleinste Bauelemente zur Strahlendetektion groBer sind als bei einem fpvCT. Daraus resultiert eine
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verbesserte Auflosung von Hartgewebe wie Knochen im fpvCT gegeniiber anderen
Computertomographen. Der Flachendetektor ist einer Rontgenrdhre gegentiberliegend auf einer
rotierenden optischen Bank (Gantry) montiert und besitzt eine 1024x1024 Pixel Matrix, die ca.
23x23 cm grof ist. Die Detektoren bestehen aus einer Schicht photosensitivem, amorphem
Silizium, auf die Caesiumjodid-Kristalle aufgelagert sind (Verhoff et al. 2008). Das fpvCT benutzt
einen Jedi 42 Generator und eine Solarix Rontgenstrahlrohre (Obert et al. 2010).

Die Funktion des Detektors besteht darin, die auftreffende Rontgenstrahlung in ein elektrisches
Signal umzuwandeln, zu verstdrken und von einem analogen Signal in ein digitales umzuwandeln.
Zwischen Strahlenquelle und Detektor befindet sich das Untersuchungsobjekt. Bei den in dieser
Studie angewendeten Untersuchungsprotokollen rotiert die Gantry wihrend einer Untersuchung mit
Rotationszeiten von 1 Sekunde. Wéahrend einer Rotation werden 1000 Einzelprojektionsbilder
aufgenommen. Aus diesen Projektionsbildern werden anschlieBend dreidimensionale Bilddaten
errechnet. Diese Bilddaten setzten sich aus einzelnen isotropen Volumenelementen (Voxeln) mit
einer Kantenldnge von 0,60 mm bis zu 0,05 mm zusammen. Die konkrete Grof8e wird wahrend der
Bildrekonstruktion festgelegt und ist abhéngig vom Untersuchungsvolumen. Die isotropen Voxel
der erzeugten Datensdtze erlauben bei der Auswertung der Bilddaten eine exakte Volumetrie von
Skelettanteilen. Rotationen von dreidimensionalen Bildvolumen und das Anfertigen von
Schnittbildern in beliebigen rdumlichen Ebenen konnen besonders akkurat durchgefiihrt werden,
was die Befundung und Auswertung erleichtert. Knochenveridnderungen konnen sehr gut dargestellt
werden. Das System wird vor allem in der Kleintierforschung bei Méusen und Ratten eingesetzt.
Ein besonderer Vorteil des fpvCT in der experimentellen Kleintierforschung ist, dass man die
Untersuchung am lebenden Tier iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen oder Monaten
wiederholen kann. Durch die kurzen Untersuchungszeiten von nur 8 Sekunden reicht eine kurze
Sedierung der Tiere aus, um eine Ruhestellung auf dem Untersuchungstisch wihrend der
Untersuchung sicher zu stellen. Durch diese Vorteile kann in vivo Knochenheilung sehr gut verfolgt
und dokumentiert werden.

Das in einer Gantryrotation ermittelbare Messfeld ist auf 16x16x5 cm® bei den in dieser Studie
genutzten Untersuchungsprotokollen festgelegt. Der Messfelddurchmesser des Scanners wurde
damit an die am héufigsten genutzten GroBenverhiltnisse der Versuchstiere angepasst (Obert und
Gizewski 2011; Schulte-Geers et al. 2011). Die Untersuchung der Ratten fand in Sequenzen mit
einer Rohrenspannung von 140 kVp und einem Anodenstrom von 10 mA statt. Die Rekonstruktion

der Schnittbilder fand mit Hilfe eines cone-beam Algorithmus und einem standard
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Rekonstruktionskernel statt. Die Daten wurden mit einer VoxelgroBe von 50 pm isometrischer
Kantenldnge rekonstruiert. Die Bildrekonstruktion wurde mit einem auf Linux basierenden PC-
cluster durchgefiihrt, bestehend aus einem ,,master und 8 ,,nodes*, die jeweils mit dual 3,06-GHz-
Xeonprozessoren und 2-GB-RAM ausgestattet sind. Die Rekonstruktionszeit fiir die
Bilddatenvolumen betrug etwa 12 Minuten. AnschlieBend wurden die Daten mit der Software
MicroView 2.1.2 (GE Health Care, New York, USA) und OsiriX Imaging Software 3.8.1 64 bit

(Pixmeo SARL, Bernex, Schweiz) bearbeitet und ausgewertet.

Abbildung 6: Flat-panel Volumen Computertomograph eXplore Locus Ultra (GE Global
Research, Niskayuna, New York, USA) in Grundstellung, automatisch fahrbarer Probentisch und

Touchscreen.

3.3.2. Auswertung der Daten des fpvCT

Die Auswertung mit der Software MicroView fand ausschlieBlich auf einem MacPro (Modell
Identifizierung: Mac Pro 4.1) mit einem Quad Core Intel Xeon 2,93 Ghz Prozessor und 8§ GB
Arbeitsspeicher statt (Seriennummer: CK95007C4PD). MicroView ermoglichte es, das spezielle

Dateiformat der rekonstruierten Schnittbilder automatisch einzulesen und als DICOM-Datensatz
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(digital imaging and communications in medicine) zu exportieren. Die DICOM-Datensétze konnen
mit MicroView sowohl als 2 dimensionale Schnittbilder wie auch 3 dimensionale
Volumenansichten betrachtet und analysiert werden. In einem ersten Schritt werden die Defekte
grof3ziigig in einer interessierenden Region (region of interest; ROI) isoliert. Da es sinnvoll ist, das
primire Sichtfeld an die Defektregion anzupassen, um so eine moglichst gro3e Bildauflosung zu
erreichen. Auf diese Weise konnte eine hohe rdumliche Auflésung gewihrleistet werden. Die
knocherne Struktur der Defektregion wurde 3 dimensional visualisiert. Der Absorptionsgrad der
Rontgenstrahlung wird in der Computertomographie in Grauwerten dargestellt. Alle Voxel mit
einem Grauwert von mehr als 1300 wurden in die Berechnung der 3 dimensionalen Darstellungen
einbezogen. Der Grauwert von 1300 als Grenze fiir Knochengewebe wurde vorher an
Probemessungen fiir Knochengewebe empirisch ermittelt. Die Grauwertstufen des fpvCT sind mit
den Hounsfield-Einheiten (HU) von konventionellen CT-Gerdten nicht direkt vergleichbar. Die
Oberflachenkomplexitit und Oberfldchendetails wurden mit den Einstellungen surface quality
factor: 100 und decimation factor: 0 maximal ausgenutzt. Eine exakte Positionierung der ROI
konnte nur in 3 dimensionaler Darstellung der Defektregion verwirklicht werden. Die z-Ebene
wurde parallel zum Defekt ausgerichtet, da sich die ROI ausschlieflich in Abhéngigkeit zur z-
Ebene positionieren lie8. Die zylindrische ROI wird mit einem Durchmesser von 5 mm erzeugt und
passgenau in den Defekt eingesetzt (Abbildung 7). Der Abstand der ROI zum Margo ventralis und
caudalis wurde bestimmt. So konnte die Position der ROI in jeder Ebene auch in den spiteren VCT-
Aufnahmen exakt bestimmt werden, um einen vergleichbaren Verlauf iiber acht Wochen erfassen
zu konnen. Von der zylidrischen ROI wurde ein Histogramm erstellt, in dem die Grauwerte der
einzelnen Voxel, welche sich in der ROI befinden angezeigt werden. Voxel mit Grauwerten ab
1300 wurden als Knochen gewertet und deren Volumen addiert.

Mit der Software OsiriX in der Version 3.8.1 kdnnen DICOM-Dateien dargestellt und verarbeitet
werden. Die einzelnen zweidimensionalen Schnittbilder der Defektbereiche wurden in OsiriX mit
Hilfe der Funktion ,,thick slab*“ ibereinander gelegt und die Flache der nicht verkndcherten Region
des critical size defect mittels einer zweidimensionalen ROI bestimmt (Abbildung 7). Uber die so
ermittelte nicht ossifizierte Defektflaiche konnte zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten
prozentual, die im Laufe der 8 Wochen ossifizierte Defektflache der Defektregion ermittelt werden,
um eine Aussage iiber die funktionelle Ausrichtung des neu gebildeten Knochenmaterials und damit

der Stabilitat im Defektbereich machen zu koénnen.
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1 100 m 1 100w

Abbildung 7: A: 3 dimensionale Rekonstruktion der flat panel Volumen Computertomographie
Schnittbilder mit Hilfe der Software Micro View 2.1.2 (GE Health Care, New York, USA) im
Bereich des Rattenunterkieferwinkels nach Erstellen des critical size defect, gelbe zylindrische
region of interest im critical size defect mit deren Hilfe man die Volumenberechnung durchfiihrte;
B: flat panel Volumen Computertomographie, Schnittbilder mit der Funktion Thick slab der
Software OsiriX Imaging Software 3.8.1 64 bit (Pixmeo SARL, Bernex, Schweiz) iibereinander
gelegt und Bestimmung der ossifizieretn Defektflaiche mit Hilfe einer zweidimensionalen region of

interest (griin).

3.3.3. Histologische Untersuchung des in vivo neu gebildeten Knochens

Die Anfertigung der histologischen Schnittpriparate wurde im Labor des Instituts fiir Veterinar-
Pathologie der Justus-Liebig-Universitidt Gieen durchgefiihrt. Alle Substanzen und Losungen zur
Herstellung der Praparate wurden mit allgemein iiblichen Methoden im Labor hergestellt oder iiber
die Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Die entnommenen Rattenunterkiefer
wurden in gepufferter Formaldehydlosung 4% fiir 2 Wochen fixiert. AnschlieBend wurden die
Unterkiefer mit Hilfe von EDTA-LSsung 20% bei Raumtemperatur 5-7 Tage unter stdndigem
Schiitteln entkalkt. Um Knochengewebe, verkalktes Gewebe und Zihne schneidbar zu machen,
miissen die eingelagerten Mineralsalze vollstindig herausgelost werden. Dieser Prozess wird als
Entkalkung oder Entmineralisation bezeichnet (Mulisch und Welsch 2009). Nach der Entkalkung
des Knochengewebes wurde eine Entwésserung durchgefiihrt. Hierfiir wurde zuerst das

Fixierungsmittel mit Wasser ausgewaschen. Danach erfolgte die eigentliche Entwésserung mit einer
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in der Konzentration aufsteigenden Ethanolreihe. Es folgte eine Inkubation in einem
Intermedidarmedium (Xylol). Das gesamte Protokoll wurde in einem Gewebeentwésserungs- und
Einbettautomaten Tissue Tek VIP 5 Jr. (Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, Deutschland)
durchgefiihrt (Tabelle 5). AnschlieBend wurden sie mit Hilfe einer ParaffinausgieBkonsole Tissue-
Tek TEC 5 (Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, Deutschland) in heifles Paraffin eingebracht.
Zum Anfertigen der Schnitte wurde ein Rotationsmikrotom Leica RM2255 (Leica Mikrosysteme
Vertriecb GmbH, Wetzlar, Deutschland) benutzt. Zuerst wurden die Paraffinblocke auf -20°C
gekiihlt. Dann wurden pro Mandibulaseite 3 Schnitte von 3 pm Dicke in der Coronarebene rostral,
mittig und caudal im Bereich der Defektregion angefertigt. Diese Schnitte wurden zuerst auf einem
Kaltwasserbad (ca. 20°C) aufgefangen und dann auf einem Heillwasserbad (ca. 45°C) gestreckt und
glatt auf einen Objekttrager aufgezogen, um fiir die histologische Untersuchung verwendet zu
werden.

Zunichst wurde eine Hdmatoxylin-Eosin Férbung durchgefiihrt. In dieser werden saure Molekiile
im histologischen Schnitt durch das blaue Hédmatoxylin dargestellt, die Kerne erscheinen somit
blau. Das Zytoplasma der Zellen und Kollagen werden nuanciert rot angeférbt. Die Farbung wurde
unter einem standardisierten Protokoll mit einem Firbeautomaten VARISTAIN 24-3 (Shandon
GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) durchgefiihrt (Tabelle 6).

Um die Knochenstrukturen noch besser beurteilen zu konnen und den reifen Knochen mit
mineralisierter Knochenmatrix von noch unreifem, nicht mineralisiertem Knochen zu
unterscheiden, wurden zusitzlich zur HE-Farbung im Firbeautomat unter einem standardisierten
Farbeprotokoll eine Farbung nach Goldner (Modifikation der Massonschen Trichromfarbung nach
Goldner) (Tabelle 7) und eine Masson-Trichrom-Féarbung angefertigt (Tabelle 8). Bei der Goldner
Féarbung erfolgt eine Kernfarbung mit Eisenhdmatoxylinlésung. Eine einfache Himatoxylinfarbung
ist nicht moglich, da die Kerne durch die sauren Losungen im weiteren Verlauf wieder entfirbt
wiirden. AnschlieBend setzt man Farbstoffe ein, die sich in ihrer MolekiilgroBe unterscheiden. Die
feindisperse Phase (Phosphorwolframsédure-Orange-G) dringt schnell in alle Strukturen ein, die
grobdisperse Phase (Lichtgriin) dringt langsamer ein und farbt zunichst nur die groben Strukturen
an. Dabei wird die feindisperse Phase iiberfarbt. Man unterbricht die Férbung, bevor die
grobdisperse Phase alle Strukturen durchdrungen hat, da es sonst zu einer Uberfirbung kommt. Die
Zellkerne farben sich mit dieser Farbemethode braunlich-schwarz an, wihrend sich das Zytoplasma

sowie das Muskelgewebe ziegelrot hervorheben. Bindegewebe und unreifes Knochengewebe stellt
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sich blaBgriin im Gegensatz zu mineralisiertem Knochengewebe dar, welches leuchtend griin
hervorsticht. Die Osteoidsdume werden rot gefarbt und Erythrozyten farben sich orangegelb an.

Die Trichromfarbemethoden dienen nicht nur zur Darstellung der Kollagenfibrillen, sondern eignen
sich auch zur Abgrenzung gegen Epithelgewebe und Muskulatur. Bei der Masson-Trichrom-
Féarbung farben sich die Zellkerne blau-schwarz bis grau-violett, Zytoplasma, Muskulatur, Fibrin
und Erythrozyten rot bzw. Elastin hellrot und Kollagen, Basalmembran und Osteoid blau an
(Mulisch und Welsch 2009). Die histologischen Proben wurden subjektiv im Bereich des critcal
size defect im Unterkiefer unter Beratung eines Veterindrpathologen auf Knochenneubildung

beurteilt.

3.3.4. Untersuchung des in vivo neu gebildeten Knochens mittels eines Mikro-CT

Fir die Analyse der Knochenstruktur des critical size defect, der Frakturheilung und der
Neubildung einer trabekuldren Defektiiberbriickung ist die Micro-Computertomographie eine
aussagekriftige Untersuchung. Man kann somit die durch die lichtmikroskopischen
Untersuchungen gewonnenen Ergebnisse bestétigen und erginzen.

Die Micro-computertomographischen Aufnahmen wurden am Medizinischen Zentrum fiir
Radiologie, Sektion Experimentelle Radiologie des Universitdtsklinikum GieB3en unter der Leitung
von Prof. Dr. Langheinrich durchgefiihrt.

Ein Mikro-Computertomograph ist in seinem Aufbau grundsétzlich mit den klinischen
Computertomographen vergleichbar. Ein wesentlicher Unterschied besteht darin, dass Proben mit
einer Ortsauflosung von wenigen Mikrometern abgebildet werden konnen und man eine
Detailerkennbarkeit im mikroskopischen Bereich erzielt. Je kleiner die Probengrofle, desto hoher
kann die Auflosung gewdhlt werden. Der maximale Probendurchmesser liegt bei 20 mm, bei
hoheren ObjektgroBen konnen in der Bildberechnung Artefakte entstehen. Die Fokusgrofie
bestimmt die maximale Auflosung: Je kleiner der Fokus ist, desto geringer wird auch die Leistung
der Rontgenrdhre. Daraus ergeben sich fiir die Mikro-Computertomographie lange Messzeiten von
bis zu mehreren Stunden, bei geringen Probengr6Ben. Die wichtigsten Komponenten eines
Mikrotomographen sind Rontgenréhre, Probenmanipulator, hochauflésender Flachendetektor
(charge-coupled-device-array) und die Rechnereinheit zur Systemkontrolle und Datenverarbeitung.
Im Gegensatz zur konventionellen Computertomographie rotiert im Mikro-Computertomographen
das Untersuchungsobjekt auf einem Probenteller. Strahlungsquelle und Detektor bleiben hingegen
stationdr. Durch  Rotieren der Probe in  kleinen = Winkelinkrementen = werden

Projektionsradiographien der gesamten Probe erzeugt. Die Anzahl der Radiographien ergibt sich
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aus der GrofBe der Rotationsschritte. Die Strahlungsquelle ist eine Wolfram-Mikrofokusrohre, die
bei Beschleunigungsspannungen von 20 bis 80 kV betrieben werden kann. Der Winkel des
Strahlenbiindels liegt bei 39°. Die erreichbare Fokusgrof3e betrdgt 8 um bei einer Leistung von 8§ W.
Das verwendete System basiert auf einer Kegelstrahlgeometrie. Die Gewebeprobe wird wiahrend
der Rotation in ihrer Gesamtheit von der konusformigen Rontgenstrahlung durchdrungen, die nach
entsprechender Schwéchung auf den Flachendetektor trifft. Durch die Kegelstrahlgeometrie
entscheidet die Position der Probe zwischen Strahlenquelle und Detektor iiber die resultierende
VergroBerung: Je grofler der Abstand zum Detektor ist, desto stirker ist die VergroBerung. Als
Rontgendetektor mit hoher rdumlicher Auflosung dient eine Szintillatorschicht. Hier kommt es zu
einer Umwandlung der Rontgenstrahlung in sichtbares Licht. Die Dichte jedes Voxels wird in einen
Grauwert einer 16-bit-Skala umgewandelt. Ein interner Dual Pentium III Computer mit unter
Windows NT laufender Software dient der Anlagensteuerung und Datenerfassung. Die kleinste
erreichbare Pixelgrofle wird mit unter 2 um angegeben. Die zu untersuchende Gewebeprobe wird
auf einen Probenhalter gebracht und dieser auf dem Drehteller des Scanners montiert. Uber einen
computergesteuerten Prizisionsprobenmanipulator wird die Gewebeprobe vertikal so positioniert,
dass sie sich beim Scanvorgang vollstindig im konusformigen Rontgenstrahl befindet. Mit der
variierbaren horizontalen Positionierung wird die VergroBerung eingestellt.

Bei dem in dieser Studie zur Verfiigung stehenden Mikro-Computertomographen (Abbildung 8)
handelt es sich um ein Gerit mit Kegelstrahlgeometrie und einer Mikrofokusrontgenréhre mit einer
Fokusgrée von 8 mm (SkyScan, ,,SkyScan-1072 high-resolution desk-top micro-CT system®,
Aartselaar, Belgien).
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B ~ el e g .
Abbildung 8: Mikro-Computertomograph SkyScan-1072 high-resolution desk-top micro-CT
system (SkyScan, Aartselaar, Belgien) mit Kegelstrahlgeometrie und einer Mikrofokusrontgenréhre

mit einer Fokusgréfle von 8§ mm.

Die in 4% gepuffertem Formaldehyd fixierten Unterkieferproben wurden in der Medianen geteilt
und um den Defektbereich auf eine Probengréfle von maximal 1cm x 1em x 1ecm zugeschnitten, um
eine maximale Ortsauflosung zu erreichen. Die Untersuchungen wurden bei einer Rhrenspannung
von 75 kV und einem Rohrenstrom von 91 pA durchgefiihrt. Die Probe wurde wihrend des
Scanvorgangs in Rotationsschritten von 0,45° um insgesamt 180° gedreht. Aus den
Projektionsradiographien wurden durchschnittlich 900 kontinuierliche Schnittbilder in axialer
Richtung pro Unterkieferseite berechnet. Um die bestmdgliche Bildqualitét zu erreichen, wurde die
hochstmogliche Matrix von 1024 x 1024 Bildpunkten (Pixeln) gewéhlt. Die Proben wurden mit
einer kubischen VoxelgroBe von 11pum® aufgenommen. Die resultierenden Schnittbilder wurden mit
Hilfe der Software Analyze, Version 8.0 (Biomedical Imaging Resource, Mayo Clinic, Rochester,

MN, USA) in 3D maximum-intensity-projection (MIP) dargestellt und bewertet.

3.4. Statistische Auswertung

Die statistische Beratung wurde von der AG Medizinische Statistik am Institut fiir Medizinische
Informatik der Universitit Gielen (Leiter: Dr. R.-H. Bodeker) durchgefiihrt. Die statistische
Analyse des gebildeten Knochenvolumens im Defektbereich, sowie der ossifizierten Defektflache
erfolgte aufgrund der normalverteilten Daten parametrisch. Es wurden sowohl Mittelwert und

Standardfehler (MW = S.E.M.) berechnet, wie auch gepaarte t-Tests der 5 Gruppen durchgefiihrt.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen. Die Datenanalyse wurde mittels SPSS Statistics
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17.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) durchgefiihrt. Das Layout der Darstellungen wurde mittels SPSS
und GraphPad Prism fiir Windows 5.02 (GraphPad Software, San Diego, USA) erstellt. In den
Verlaufsdiagrammen sind estimated marginal means angegeben. In den box and whisker plot
Diagrammen représentieren die whisker Minimum- und Maximumwerte und die box ist durch die

25% und 75% Quartile begrenzt.
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4. Ergebnisse

4.1. Durchflusszytometrische Analysen

Es wurde auf 6 verschiedene Zelloberflichenmarker, welche in Kombination ein
stammzellspezifisches CD-Muster (cluster of differentiation) ergeben, getestet. Da sich die
Wellenlidngen der Fluorochrome der Antikorper CD 49d und CD 166 zu stark {iberlappten, wurden
zwei Proben angesetzt. Die durchflusszytometrischen Analysen der isolierten ADSC zeigten in
Passage 3 wie auch in Passage 10 ein CD-Muster, welches auf Stammzelleigenschaften schlieBen
lasst. Sowohl Zellen aus Passage 3 wie auch aus Passage 10 sind fiir die ADSC charakteristischen
Marker CD 105, CD 166 und CD 13 positiv (Abb. 9 und 10). Der Anteil der STRO-1 Marker,
CD117 Marker und CD49d Marker positiven Zellpopulationen steigt von Passage 3 zu Passage 10
an (Tabelle 2). Damit zeigten die untersuchten Zellpopulationen, beziiglich der iiberpriiften
Zelloberflaichenmarker dhnliche CD-Muster, wie die ADSC, die von Zuk et al. (2002) (CD 105+,
CD 13+, CD 49d+, STRO-1+), Gronthos et al. (2001) (CD 13+, CD 105+, CD 166+, CD 49+) und
Lee et al. (2004) (CD 105+, c-kit (CD117)+) beschrieben wurden.
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Abbildung 9: Exemplarisches Punkt-Wolken Diagramm fluoreszenz activated cell sorting Analyse,
adipose derived stem cells in Passage 3. 97,4% CD 105 Marker positive Zellen (Quartil 1 und 2),
99,8% CD 166 Marker positive Zellen (Quartil 1-1 und 2-1), 99,9% CD 13 positive Zellen (Quartil
1-2 und 2-2), STRO-1 positive Zellen (Quartile 2 und 4 (5,9%), 2-1 (5,8%), 2-2 (5,2%)).
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Exemplarisches Punkt-Wolken Diagramm fluoreszenz activated cell sorting

Analyse, adipose derived stem cells in Passage 10. 99,3% CD (cluster of differentiation) 105
Marker positive Zellen (Quartil 1 und 2), 99,9% CD 166 Marker positive Zellen (Quartil 1-1 und 2-
1), 99,9% CD 13 positive Zellen (Quartil 1-2 und 2-2), STRO-1 positive Zellen (Quartile 2
(26,2%), 2-1 (26,2%), 2-2 (26,3%)).
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Zelloberflachen- | Passage 3 Passage 10

marker (Marker positive Zellen in %) (Marker positive Zellen in %)
CD 105 97,5 99,4

CD 166 99,8 99,9

CD 13 99,9 99,9

CD 117 6,5 54,1

STRO-1 5,5 26,2

CD 49d 3,0 24,9

Tabelle 2 CD (cluster of differentiation) positive Zellen, prozentuale Ergebnisse sind

Mittelwerte zweier durchflusszytometrischer Analysen von ADSC (adipose derived stem cells) in
Passage 3 und Passage 10. Der Anteil der STRO-1 Marker (stromales Antigen 1), CD117 Marker

und CD49d Marker positiven Zellpopulationen steigt von Passage 3 zu Passage 10 an
4.2. Aufnahmen des fpvCT

4.2.1. Knochenvolumen

Es wurde bei jedem Tier eine Kontrolluntersuchung mittels fpvCT unmittelbar nach dem operativen
Eingriff durchgefiihrt. Das im Defektbereich verbliebene Knochenvolumen wurde in pl berechnet.
Es ergab sich ein Mittelwert iiber alle Therapiegruppen von 0,93 = 0,10 pl, gesondert betrachtet
wurde die Therapiegruppe mit autologem Knochentransplantat bei der sich ein Mittelwert von
18,10 £ 1,13 ul berechnen lieB. Das Knochenvolumen im critical size defect wurde 1, 2, 4, und 8
Wochen nach der Operation berechnet. Es wurde ein Vergleich der Versuchsgruppen welche im
split mouth Design angeordnet waren nach 8 Wochen Heilungsphase durchgefiihrt. Es lieen sich
folgende Ergebnisse beobachten: Im Vergleich der Versuchsgruppe 1 ist zu erkennen, dass sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollseite und der pbh Seite zeigen (p=0,389).
Vergleicht man hingegen das neu gebildete Knochenvolumen der Gruppe 2 im Defektbereich, so
sind signifikant bessere Ergebnisse in den Unterkieferseiten mit pbh und ADSC Transplantat in
Fibrinkleber im Vergleich zur Seite mit ausschlieflich pbh Therapie erzielt worden (p=0,015).
Auch in Gruppe 3 zeigt sich eine bessere Knochenregeneration bzw. ein guter Knocheneinbau im
Defektbereich der Unterkieferseite mit autologem Knochentransplantat im Vergleich zur
Kontrollseite (p=0,0003). In Gruppe 4 wurde eine Therapie mit einem auf equinem Kollagen

basierenden scaffold mit und ohne 14 tigiger Kultivierung mit ADSC getestet. Es wurden keine
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Unterschiede zwischen den Therapieseiten der Gruppe 4 festgestellt (p=0,132). In Gruppe 5
konnten ebenfalls keine Unterschiede beziiglich des neu gebildeten Knochenvolumens im critical
size defect zwischen der Therapieseite mit pbh und ADSC in Fibrinkleber und der Therapieseite mit
pbh und scaffold mit ADSC Transplantat festgestellt werden (p=0,724). Die Ergebnisse sind in
Abbildung 11 grafisch dargestellt. Zusétzlich zu den p-Werten wurden Mittelwert und
Standartfehler berechnet (siche Tabelle 3).

Versuchsgruppe | Therapie KV: MW = SLEEM. |n p-Wert

1 Kontrolle 17,37 = 3,22 5 0,389
pbh 21,42 £ 223 5

2 pbh 16,97 = 1,40 10 0,015
pbh+FibrintADSC 22,37 £ 2,17 10

3 Kontrolle 12,20 = 1,60 10 | 0,0003
autologes Knochentransplantat | 25,73 £ 2,20 10

4 scaffold+ADSC 13,81 £ 1,27 10 | 0,133
scaffold 11,58 = 1,11 10

5 pbh+FibrintADSC 18,26 = 1,49 10 | 0,724
pbh+scaffold+ADSC 17,29 = 1,84 10

Tabelle 3 Knochenvolumen (KV) im Mittelwert (MW) mit Standardfehler (S.E.M.) im critical
size defect in pl der verschiedenen Versuchsgruppen, pbh (protected bone healing), ADSC
(adiposed derived stem cells), scaffold (Kollagenscaffold), Fibrin (Fibrinkleber), n (Anzahl der
Versuche), p-Werte der Versuchsgruppen.
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Abbildung 11: Box and whisker plot zum Vergleich des Knochenvolumens im critical size
defect der verschiedenen Versuchsgruppen (Klammern) nach 8 Wochen Heilungsphase. Die Balken
reprisentieren Minimum- und Maximumwerte, die Box wird durch das 25%-Quartil und das 75%-
Quartil begrenzt, Mittelwert in Box eingezeichnet. *= p<0,05 gepaarter t-Test. pbh (protected bone
healing), ADSC (adiposed derived stem cells), scaffold (Kollagenscaffold), Fibrin (Fibrinkleber).

Das fpvCT ermdglichte es in vivo Aufnahmen der Rattenunterkiefer am Tag der OP und nach 1, 2,
4 und zum Endzeitpunkt nach 8 Wochen Heilungsphase durchzufiihren. Somit konnte eine

Verlaufskontrolle der Knochenvolumenzunahme und damit der Knochenregeneration durchgefiihrt
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werden, welche in Abbildung 12 dargestellt ist. Die Liniendiagramme der Kontrollgruppe, scaffold-
Gruppe und scaffold mit ADSC Transplantatgruppe zeigen alle eine kontinuierliche Zunahme des
Knochenvolumens innerhalb der 8 Wochen Heilungsphase. Bei den Liniendiagrammen der pbh
Gruppe und den pbh Gruppen mit zusdtzlichem ADSC Transplantat zeigt sich dagegen innerhalb
der ersten 2 Wochen post OP eine geringe Steigung der Graphen und damit eine geringe
Knochenregeneration, wohingegen zwischen der 2 und 4 Woche eine deutlich gro3ere Steigung zu
erkennen ist. Zwischen der 2. und 4. Woche iibersteigt das Knochenvolumen der ADSC
Transplantatgruppen das Knochenvolumen der Kontrollgruppe im critical size defect. Gesondert zu
betrachten ist der Kurvenverlauf der Gruppe mit autologem Knochentransplantat. Das Volumen des
Tranplantats ist relativ grol und nimmt im weiteren Verlauf nur wenig zu. Es zeigt sich ein
kontinuierlicher linearer Anstieg des Knochenvolumens bis zur 2. Woche post OP. Anschlie3end

stagniert die Knochenvolumenzunahme.
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Abbildung 12: Zunahme des Knochenvolumens in pl der verschiedenen Therapiegruppen,

Kreise repriasentieren estimated marginal means der verschiedenen Therapiegruppen zu den
computertomographischen Untersuchungszeitpunkten am OP-Tag und Woche 1, 2, 4 und 8 nach
Operation. pbh (protected bone healing), ADSC (adiposed derived stem cells), scaffold
(Kollagenscaffold), Fibrin (Fibrinkleber).
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4.2.2. Ossifizierte Defektfliche

Nach dem operativen Eingriff wurde die ossifizierte Defektfliche der Therapiegruppe mit
autologem Knochentransplantat in %-Anteilen berechnet. Hier liel} sich ein Mittelwert von 81,02 =%
2,32 % berechnen. Neben dem Knochenvolumen wurde die ossifizierte Defektfliche des critical
size defect berechnet. An den Ergebnissen kann man erkennen, dass die Neubildung von
Knochenvolumen und die ossifizierte Defektfliche in engem Zusammenhang stehen. Bei der
Berechnung der ossifizierten Defektfliche ergaben sich folgende Ergebnisse: Im Vergleich der
Gruppe 1 ist zu erkennen, dass sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollseite
und der pbh Seite zeigen (p=0,502). Vergleicht man hingegen die ossifizierte Defektfliche der
Gruppe 2, so sind signifikant bessere Ergebnisse in den Unterkieferseiten mit pbh und ADSC
Transplantat in Fibrinkleber im Vergleich zur Seite mit ausschlieBlich pbh Therapie erzielt worden
(p=0,019). Auch in Gruppe 3 zeigt sich ein signifikant groBerer Ossifikationsbereich im Defekt mit
autologem Knochentransplantat im Vergleich zur Kontrollseite (p=0,0001). In Gruppe 4 wurde eine
Therapie mit einem auf equinem Kollagen basierenden scaffold mit und ohne 14 tédgiger
Kultivierung mit ADSC getestet. Im Gegensatz zur Knochenvolumenberechnung ergaben sich bei
der ossifizierten Defektflaiche signifikant bessere Ergebnisse in der ADSC Transplantatgruppe
(p=0,006). In Gruppe 5 konnten keine signifikanten Unterschiede im critical size defect zwischen
der Therapieseite mit pbh und ADSC in Fibrinkleber und der Therapieseite mit pbh und scaffold mit
ADSC Transplantat festgestellt werden (p=0,419). Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 grafisch
dargestellt. Zusétzlich zu den p-Werten wurden Mittelwert und Standartfehler berechnet (siche
Tabelle 4). Mit den Ergebnissen der Fldchenberechnung hat man nun eine Aussage iliber die
funktionelle Ausrichtung des neu gebildeten Knochenmaterials und damit der Stabilitit im
Defektbereich machen koénnen und die vorherige Knochenvolumenberechnung weitestgehend

bestétigen.
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Versuchsgruppe | Therapie OD: MW =* S.E.M. n | p-Wert

1 Kontrolle 64,22 = 12,02 5 10,502
pbh 75,32 = 4,63 5

2 pbh 75,91 £ 5,21 100,019
pbh+FibrintADSC 90,18 = 2,84 10

3 Kontrolle 48,61 = 5,51 10 | 0,0001
autologes Knochentransplantat | 88,42 + 3,50 10

4 scaffold+ADSC 64,75 = 4,90 10 | 0,006
scaffold 44,61 = 4,40 10

5 pbh+FibrintADSC 66,87 = 7,09 10| 0,419
pbh+scaffold+ADSC 74,38 + 4,36 10

Tabelle 4 Ossifizierte Defektfliche in Prozent im Mittelwert (MW) mit Standardfehler
(S.E.M.) im critical size defect der verschiedenen Versuchsgruppen, pbh (protected bone healing),
ADSC (adiposed derived stem cells), scaffold (Kollagenscaffold), Fibrin (Fibrinkleber), n (Anzahl
der Versuche), p-Werte der Versuchsgruppen.
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Abbildung 13: Box and whisker plot zum Vergleich der ossifizierten Defektfliche (Prozent)
im critical size defect der verschiedenen Versuchsgruppen (Klammern) nach 8 Wochen
Heilungsphase. Die Balken reprisentieren Minimum- und Maximumwerte, die Box wird durch das
25%-Quartil und das 75%-Quartil begrenzt, Mittelwert in Box eingezeichnet. *= p<0,05 gepaarter t-
Test. pbh (protected bone healing), ADSC (adiposed derived stem cells), scaffold
(Kollagenscaffold), Fibrin (Fibrinkleber).

Die Verlaufskontrollen der ossifizierten Defektflichen sind in Abbildung 14 dargestellt. Die
Liniendiagramme aller Therapiegruppen zeigen eine kontinuierliche Zunahme der ossifizierten
Defektfliche innerhalb der 8 Wochen Heilungsphase. Auch bei dieser Untersuchung zeigte sich,
dass die ossifizierte Defektfliche der ADSC-Transplantatgruppen zwischen der 2. und 4. Woche die
der Kontrollgruppe tibersteigt. Zum Ende des Untersuchungszeitraumes nach 8§ Wochen haben alle
Liniendiagramme der unterschiedlichen Therapiegruppen, hier aber besonders der ADSC-
Transplantatgruppen, sowohl bei der Knochenvolumenberechnung wie auch bei der Berechnung der
ossifizierten Defektfliche eine hohe Steigung. Diese Ergebnisse zeigen, dass die maximale

osteogene Potenz der Transplantate nach 8§ Wochen Heilungsphase noch nicht erreicht ist.
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4. Ergebnisse

Gesondert zu betrachten ist der Kurvenverlauf der Therapiegruppe mit autologem
Knochentransplantat. Man hat hier im Gegensatz zu den anderen Versuchsgruppen schon zu Beginn
autologes Knochenmaterial in den Defekt eingebracht und dadurch eine hohe kndcherne

Durchbauung, welche wéhrend des gesamten Untersuchungszeitraumes bestehen bleibt.
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Abbildung 14: Zunahme der ossifizierten Defektfliche (Prozent) der verschiedenen

Therapiegruppen, Kreise reprdsentieren estimated marginal means der verschiedenen
Therapiegruppen zu den computertomographischen Untersuchungszeitpunkten am OP-Tag und
Woche 1, 2, 4 und 8 nach Operation. pbh (protected bone healing), ADSC (adiposed derived stem
cells), scaffold (Kollagenscaffold), Fibrin (Fibrinkleber).

4.3. Histologische Untersuchungen

In den histologischen Untersuchungen wurde eine subjektive Beurteilung der Qualitdt der
Knochenregeneration im critical size defect der verschiedenen Therapiegruppen, mit besonderem
Augenmerk auf die ADSC-Transplantatgruppen, durchgefiihrt.

In Gruppe 1 ist auf den Unterkieferseiten ohne Therapie des critical size defect wenig
Knochenregeneration zu beobachten. Das umliegende Muskelgewebe ist in den Defekt vorgefallen
und hat somit eine Knochenheilung in diesem Bereich erschwert, so dass ausschlieflich in den

Randbereichen der Defektzone eine Knochenneubildung moglich war (Abbildung 15). An den
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Defektrandern ist nur ein geringer Knochenaufbau zu beobachten (Abbildung 16). In den
Defektbereichen mit pbh sind diese vor dem umgebenden Weichteilgewebe geschiitzt. Es sind
deutlich die resorbierbaren makropordsen Folien, welche den Defekt vor Weichteilgewebsvorfall
schiitzen, zu erkennen. Es findet eine Verknocherung im Defektbereich statt, jedoch war in keinem
der histologischen Schnitte eine komplette kndcherne Durchbauung des critical size defect zu
erkennen. Die Knochenregeneration scheint von den Randbereichen des Defektes auszugehen. In 2
Priparaten mit protected bone healing bleibt eine Knochenregeneration aus. Eine Fusion der
Kallusformationen der Randbereiche ist nicht erkennbar. Weiterhin ist Bindegewebe im
Defektbereich zu finden (Abbildungen 17 und 18).

Die histologischen Untersuchungen der pbh Seiten der Gruppe 2 bestitigten die Ergebnisse von
Gruppe 1. Die Unterkieferdefekte mit pbh und ADSC Transplantat in Fibrinkleber, zeigten eine
qualitativ gute Knochenregeneration im gesamten Defektbereich (Abbildung 19). Dies ist besonders
in der Goldner-Farbung durch das tief griin gefirbte bzw. in der Masson-Trichrom-Féarbung durch
das tief blau gefarbte reife Knochengewebe mit vielen vitalen Osteozyten zu erkennen (Abbildung
20 und 21), es findet Knochenaufbau statt. Die Defektregionen sind mit Knochenmaterial
durchbaut, was durch Lakunen und Osteoidbélkchen, als Merkmale einer desmalen Ossifikation,
gekennzeichnet sind. In 8 Proben dieser Gruppe ist in der Defektmitte eine isolierte
Knochenneubildung zu erkennen. Hier fillt eine zellreiche Umgebung der Ossifikationsinseln auf
(Abbildung 21). Lediglich in einer Probe ist die Knochenregeneration im Defektbereich
ausgeblieben und mit den Ergebnissen der Kontrolle ohne Therapie zu vergleichen.

In Versuchsgruppe 3 zeigt sich in den Defektbereichen ohne Therapie ein dhnliches Bild wie in
Gruppe 1. Es fehlen Hinweise auf eine VerknOocherung im Defektbereich. Die autologen
Knochentransplantate, welche auf der Gegenseite der Mandibula eingesetzt wurden, fiillen den
Defektbereich aus (Abbildung 22). Diese Knochenfragmente gehen keine kndchernen
Verbindungen ein. Es zeigen sich an 3 Priparaten dieser Gruppe transplantierte Knochenfragmente
an denen ein Knochenabbau zu erkennen ist.

Die Ergebnisse der Versuchsgruppe 4 zeichnen sich durch eine geringe Knochenbildung im
Defektbereich aus. Auf der scaffold-Seite findet keine Knochenneubildung statt. Muskelgewebe ist
in den Defektbereich vorgefallen und fiillt diesen aus (Abbildung 23). Das scaffold wurde abgebaut,
es konnten in 3 Proben Reste des Kollagenscaffolds nachgewiesen werden, in diesen Bereichen
traten auch Fremdkorperriesenzellen auf (Abbildung 24). Auf den Gegenseiten der Mandibula

wurden mit ADSC besiedelte scaffolds eingesetzt. Hier ldsst sich ebenfalls ein massiver Prolaps des
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umgebenden Muskelgewebes in den Defektbereich erkennen. Weiterhin sind in 7 Proben vermehrt
Adipozyten im Defektbereich zu finden. Die erhoffte Platzhalterfunktion des Kollagenmaterials
wihrend der Knochenregeneration ist nicht eingetreten. Es ist eine Abrundung der Defektrander
sichtbar mit Kallusbildung. Es konnte in 6 Proben eine isolierte Knochenneubildung in der
Defektmitte nachgewiesen werden (Abbildung 24).

In Versuchsgruppe 5 findet man auf der Mandibulaseite mit pbh und ADSC Transplantat in
Fibrinkleber ein dhnliches histologisches Ergebnis wie bei den Tieren in Gruppe 2. Auf der
gegeniiberliegenden Unterkieferseite mit pbh und scaffold mit ADSC-Transplantat sind bei 8
Proben die Defektregionen mit Knochenmaterial komplett durchbaut, was durch desmale
Ossifikation gekennzeichnet ist (Abbildungen 25 und 27). In der Defektmitte sind bei diesen 8
Proben isolierete Knochenneubildungen zu erkennen (Abbildungen 26 und 27). Auch hier ist analog
zu Gruppe 4 nur in 2 Proben Tragermaterial zu finden.

Zusammenfassend sind die qualitativ besten histologischen Ergebnisse beziiglich der
Knochenrekonstruktion im critical size defect der Rattenmandibula in den Gruppen mit ADSC
Transplantation und kombiniertem pbh erzielt worden. In allen Préparaten sowohl der Gruppen mit
ADSC, aber auch der Gruppen ohne ADSC-Transplantationen fanden  sich
Adipozytenansammlungen im Defektbereich. Weiterhin war in den Defektbereichen eine Vielzahl
an Blutgefilen zu erkennen, dadurch war eine ausreichende Vaskularisierung der Transplantate
vorhanden (Abbildung 19). Da in den Prdparaten noch Knochenrekonstruktion mit Osteoblasten
stattfindet, ist die maximale osteogene Potenz der Transplantate nach 8 Wochen Heilungsphase

noch nicht erreicht.
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Abbildung 15: Gruppe 1 Kontrollseite ohne Therapie, histologischer Schnitt des
Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich der Defektregion. Muskelgewebe im
Defektbereich (dicke Pfeile), Bindegewebe (diinner Pfeil), GefaBe (Pfeilspitzen); Hématoxylin-
Eosin-Farbung. Im Defektbereich wenig Knochenregeneration zu beobachten. Das umliegende
Muskelgewebe ist in den Defekt vorgefallen und hat eine Knochenheilung erschwert, ausschlielich

in den Randbereichen der Defektzone ist eine Knochenneubildung moglich.
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Abbildung 16: Gruppe 1 Kontrollseite ohne Therapie: histologischer Schnitt des

Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich der Defektregion, Randbereich des
critical size defect. Neu gebildetes und appositionell aufgelagertes Knochengewebe im Randbereich
des critical size defect (Pfeilspitze), Bindegewebe (diinne Pfeile), Muskelgewebe (dicke Pfeile);
Héamatoxylin-Eosin-Farbung. An den Defektraindern ist nur ein geringer Knochenautbau zu

beobachten.
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Abbildung 17: Gruppe 1 protected bone healing, histologischer Schnitt des
Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich der Defektregion. Neu gebildetes
Knochengewebe im Defektbereich (groBe Pfeilspitze), Knochensequester (kleine Pfeilspitze),
Bindegewebe (diinne Pfeile), Defektrand (dicker Pfeil); Hamatoxylin-Eosin-Farbung. In den
Defektbereichen mit pbh sind diese vor dem umgebenden Weichteilgewebe geschiitzt. Es findet
eine Verknocherung im Defektbereich ohne komplette knocherne Durchbauung des critical size

defect statt. Die Knochenregeneration geht von den Randbereichen des Defektes aus. Es ist

Bindegewebe im Defektbereich zu finden
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Abbildung 18: Gruppe 1 protected bone healing, histologischer Schnitt des
Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich der Defektregion, Randbereich des
critical size defect, lockeres Bindegewebe (diinne Pfeile), Osteoblasten (dicke Pfeile), Osteozyten
(Pfeilspitzen); Hdmatoxylin-Eosin-Farbung, Es findet eine Verknocherung im Defektbereich ohne
komplette knocherne Durchbauung des critical size defect statt. Die Knochenregeneration geht von

den Randbereichen des Defektes aus.
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Abbildung 19: Gruppe 2 protected bone healing mit adipose derived stem cells in

Fibrinkleber, histologischer Schnitt des Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich
der Defektregion, neu gebildetes reifes Knochengewebe im critical size defect (diinne Pfeilspitzen),
Adipozyten (dicke Pfeilspitze), Muskelgewebe im Defektbereich (Pfeil); Hamatoxylin-Eosin-
Farbung. Die Unterkieferdefekte zeigen eine qualitativ gute Knochenregeneration im gesamten

Defektbereich.
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Abbildung 20: Gruppe 2 protected bone healing mit adipose derived stem cells in

Fibrinkleber, histologischer Schnitt des Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich
der Defektregion, neu gebildetes reifes Knochengewebe (groBe Pfeilspitzen), Randbereich neu
gebildetes Knochengewebe (kleine Pfeilspitzen), Markhohle (dicke Pfeile), Bindegewebe (diinne
Pfeile), Masson-Trichrom-Féarbung. Die Unterkieferdefekte zeigen eine qualitativ gute
Knochenregeneration im gesamten Defektbereich, was in der Masson-Trichrom-Fiarbung durch das
tief blau gefiarbte reife Knochengewebe mit vielen vitalen Osteozyten zu erkennen ist (grof3e

Pfeilspitzen).
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Abbildung 21: Bild A: Gruppe 2 protected bone healing mit adipose derived stem cells in
Fibrinkleber, histologischer Schnitt des Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich
der Defektregion, Adipozyten (dicke Pfeile), Bindegewebe (diinner Pfeil), GefaBe (kleine
Pfeilspitze), in der Defektmitte ist eine isolierte Knochenneubildung zu erkennen (grof3e
Pfeilspitze), Himatoxylin-Eosin- Fiarbung. Bild B: Gruppe 2 protected bone healing mit adipose
derived stem cells in Fibrinkleber, histologischer Schnitt des Unterkieferwinkels in Coronarebene
im mittleren Bereich der Defektregion, Gefilie (kleine Pfeilspitzen), Bindegewebe (Pfeile), in der

Defektmitte ist eine isolierte Knochenneubildung zu erkennen (grofle Pfeilspitze), hier fillt eine

zellreiche Umgebung der Ossifikationsinseln auf, Goldner-Férbung.

Abbildung 22: Gruppe 3 autologes Knochentransplantat, histologischer Schnitt des
Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich der Defektregion, Bild A:
Knochentransplantate (Pfeilspitzen), Bild B: vitales Transplantatfragment mit Osteozytenzellkernen
(Pfeilspitzen); Die autologen Knochentransplantate fiillen den Defektbereich aus. Diese

Knochenfragmente gehen keine kndchernen Verbindungen ein, Himatoxylin-Eosin-Féarbung.
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Abbildung 23: Gruppe 4 Kollagenscaffold, histologischer Schnitt des Unterkieferwinkels in
Coronarebene im mittleren Bereich der Defektregion, Adipozytensaum (Pfeilspitzen) im
Defektbereich von Defektrand zu Defektrand zu erkennen; keine Knochenneubildung im
Defektbereich zu erkennen, Muskelgewebe ist in den Defektbereich vorgefallen und fiillt diesen aus

(dicke Pfeile), Himatoxylin-Eosin-Férbung.
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Abbildung 24: Bild A: Gruppe 4 Kollagenscaffold, histologischer
Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich der Defektregion, Muskelgewebe (dicke
Pfeile), es sind vermehrt Adipozyten im Defektbereich zu finden (kleine Pfeilspitzen), eine
Platzhalterfunktion des Kollagenmaterials wiahrend der Knochenregeneration ist nicht eingetreten,
es sind lediglich Kollagenscaffoldriickstdnde (diinne Pfeile) zu erkennen, in diesen Bereichen traten
auch Langhans'sche Riesenzellen (grofe Pfeilspitze) auf, Himatoxylin-Eosin-Farbung; Bild B:
Gruppe 4 Kollagenscaffold mit adiposed derived stem cells, histologischer Schnitt des
Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich der Defektregion, Muskelgewebe in
Defektbereich vorgefallen (dicke Pfeile), neu gebildetes Knochengewebe am Randbereich wie auch

isoliert in der Defektmitte (diinne Pfeilspitzen) zu erkennen, Adipozyten (dicke Pfeilspitzen)

vermehrt im Defektbereich zu erkennen; Himatoxylin-Eosin-Farbung.
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Abbildung 25: Gruppe 5 protected bone healing mit adiposed derived stem cells in

Kollagenscaffold, histologischer Schnitt des Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren
Bereich der Defektregion, Bindegewebe im Defektbereich (Pfeile), Fettgewebe (kleine
Pfeilspitzen), Defektregionen mit Knochenmaterial komplett durchbaut (grof8e Pfeilspitzen), was

durch desmale Ossifikation gekennzeichnet ist, Himatoxylin-Eosin Férbung.
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Abbildung 26: Bild A: Gruppe 5 protected bone healing mit adiposed derived stem cells in
Kollagenscaffold, histologischer Schnitt des Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren
Bereich der Defektregion, isolierte Knochenneubildung in Defektmitte (diinne Pfeilspitzen) mit
Markriaume (dicke Pfeilspitzen) zu erkennen, Bindegewebe (Pfeile); Himatoxylin-Eosin-Farbung,
Bild B: Gruppe 5 protected bone healing mit adiposed derived stem cells in Kollagenscaffold,
histologischer Schnitt des Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren Bereich der
Defektregion, es ist eine isolierte Knochenrekonstruktion in der Defektmitte zu erkennen
(Pfeilspitzen), Bindegewebe (diinne Pfeile) und Muskelgewebe sind ebenfalls im Defektbereich zu
erkennen (dicker Pfeil), Goldner-Farbung.
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Abbildung 27: Gruppe 5 protected bone healing mit adiposed derived stem cells in
Kollagenscaffold, histologischer Schnitt des Unterkieferwinkels in Coronarebene im mittleren
Bereich der Defektregion, Bild A: Es ist neu gebildetes reifes Knochengewebe mit Osteozyten,
welches den Defektbereich nahezu ausfiillt, zu erkennen (diinne Pfeilspitzen), Fettgewebe (dicke
Pfeilspitzen), das Muskelgewebe (dicker Pfeil) wird durch die Folie vom Defektbereich fern
gehalten, Es bildet sich eine Bindegewebskapsel um die Folie (diinne Pfeile), Bild B: neu gebildetes
reifes Knochengewebe (diinne Pfeilspitzen) isoliert in Defektmitte mit Osteoblasten (dicke

Pfeilspitzen); Masson-Trichrom-Féarbung.

4.4. Mikro-Computertomographie

Mit Hilfe der Mikro-Computertomographie werden zwei- und dreidimensionale Rekonstruktionen
des Knochens und der Defektzone angefertigt. Gebiete mit schwachem Trabekelbau sowie
verzogerter Osteogenese sind somit gut beurteilbar. Daher wurde zusitzlich zur histologischen
Untersuchung der Defektbereiche im Unterkiefer eine Mikro-Computertomographische Messung ex
vivo durchgefiihrt, um den neu gebildeten Knochen in den ADSC Transplantatgruppen qualitativ
beurteilen zu konnen und die histologischen Ergebnisse zu bestéitigen. Aufgrund der hohen
Auslastung des Geriétes konnte nur jeweils eine repriasentative Probe aus den Versuchsgruppen 2, 4
und 5 untersucht werden, diese Proben wurden subjektiv beurteilt. Alle Untersuchungsseiten
(Kontrolle und ADSC-Transplantatseite) weisen eine konzentrische Reossifikation mit
Schwerpunkt auf dem mesialen Defektbereich auf. Abgesehen von einem kleinen verbleibenden
Defekt mit einem Durchmesser von 1 mm ist der critical size defect der ADSC behandelten Seite in
Versuchsgruppe 2 nahezu vollstindig konsolidiert. Zur Bekréftigung der histologischen Ergebnisse

zeigt sich in diesem verbleibenden zentralen Defektbereich der ADSC Transplantatseite ein
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verknocherter Bereich ohne Kontakt zum umgebenden Knochengewebe (Abbildung 28).

Abbildung 28: Mikro-Computertomographische Aufnahmen einer reprasentativen Probe aus
Versuchsgruppe 1 mit protected bone healing mit adipose derived stem cells (ADSC) eingebettet in
Fibrinkleber (A, C) und Kontrolleseite (B, D). 3D- maximum-intensity-projection (MIP) (A, B) und
Querschnittsbilder (C, D). Die Architektur des neu gebildeten Knochens ist vergleichbar zur
Mikrostruktur in den peripheren kndchernen Regionen ausserhalb des critical size defect. Die MIP
Darstellung zeigt eine quantitative Differenz von neu gebildetem Knochen innerhalb der critical
size Defekte mit einer {iberlegenen Reossifikation auf der Therapieseite mit protected bone healing
mit ADSC eingebettet in Fibrinkleber. Dariiber hinaus zeigen die Aufnahmen auf dieser Seite einen
isolierten verknocherten Bereich innerhalb des critical size Defektes ohne Anschluss an das

umgebende neu gebildete Knochengewebe (A, C).
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5. Diskussion

5.1. Diskussion der Methoden

5.1.1. Besiedlung und Art der Trigermaterialien

In einem vorangegangenen Heilversuch fiihrte unsere Arbeitsgruppe die Rekonstruktion von
Schédelkalottendefekten bei einem 7-Jéhrigen Kind mittels autologer Beckenkammspongiosa, einer
resorbierbaren makropordsen Membran und autologen ADSC eingebettet in autologem Fibrinkleber
durch. Der Heilverlauf zeigte sich komplikationslos (Lendeckel et al. 2004). Auf Grundlage dieser
Ergebnisse entwickelte man eine Studie zur Kontrolle und Bestitigung der vorangegangenen
Ergebnisse.

Man entschied sich als Tridgermaterial fiir Fibrinkleber zur Einbettung der ADSC. Fibrinkleber sind
nicht zytotoxisch und vollstindig resorbierbar und werden vom Organismus gut toleriert. Es sind
nur wenige Félle von Nebenwirkungen bekannt (Alving et al. 1995). Der Fibrinkleber bleibt in situ,
wiéhrend die Zellen sich vermehren und ins neue Gewebe differenzieren, bevor das Triagermaterial
vollig resorbiert ist. Zusitzlich fordert der Fibrinkleber die Angiogenese iiber chemotaktische und
mitogene Stimuli, was wiederum die Zellwanderung, Proliferation und Matrixsynthese fordert (Lee
et al. 2005). Fibrinkleber wird mit Erfolg in Studien (Lee et al. 2005; Ito et al. 2006; Lee et al.
2008) als Tragermaterial fiir Zellen verwendet. Auch Singh et al. (2011) kommen in ihrer Studie zu
dem Ergebnis, dass Fibrinkleber als Trigermaterial fiir zellbasierende Verfahren geeignet ist. In den
critical size defect der immuninkompetenten Ratte zeigen die ausschlieBlich mit Fibrinkleber
gefiillten Defekte keine grofBere Heilung im Vergleich zu den Kontrollgruppen ohne Therapie des
Defektes. Daher war es wichtig die Ergebnisse des vorherigen Heilversuchs zu iiberpriifen und zu
bestdtigen. Da eine vorherige Kultivierung der Zellen mit diesem Material nicht durchfiihrbar ist
und um den Zellen schon in vitro ein dreidimensionales Geriist zur Ausbreitung und Vernetzung zur
Verfiigung zu stellen, wird sich in der vorliegenden Arbeit fiir ein weiteres scaffold-Material
entschieden. Aufgrund der Auswertungsmethodik auf Grundlage der fpvCT Aufnahmen und der
Grauwertstufenanalyse wird sich fiir ein moglichst wenig rontgendichtes Material entschieden. Die
Grauwertstufen des Kollagenscaffolds sind erheblich niedriger im Vergleich zu Knochenmaterial,
wodurch man Knochengewebe von Triagermaterial unterscheiden kann. Die gingigen
Tragermaterialien wie Kalzium-Phosphatkeramiken, z.B. Tricalciumphosphat und Hydroxylapatit,

erfilllen viele Kriterien eines ,,idealen Knochenersatzstoffes”. Sie konnen aufgrund ihrer hohen
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Dichte und der daraus resultierenden hohen Grauwertstufen im Bereich des Knochens in dieser
Studie aber nicht verwendet werden. Aufgrund seiner vielversprechenden Eigenschaften wie der
glinstigen Porenstruktur, seiner Biokompatibilitdt, sowie seiner Resorbierbarkeit ist Kollagen als
Knochenersatzstoff und Tragermaterial geeignet (Cornell 1999). Es besteht eine progressiv
stimulatorische Wirkung auf ADSC hinsichtlich der Osteogenese in vitro, wenn sie in einem
dreidimensionalen Kollagengeriist kultiviert werden, im Vergleich zu einer Kultivierung in
einfachen Kulturflaschen (Gabbay et al. 2006). Kollagen trdgt zur Mineralablagerung und
Vaskularisierung bei. Zusitzlich bindet es Wachstumsfaktoren. Damit entsteht ein giinstiges
Umfeld zur Knochenregeneration (Cornell 1999). Das scaffold 146t sich sehr gut mit ADSC
besiedeln. Das Kulturmedium durchdringt die Matrix. Durch regelméaflige Kontrollen unter dem
inversen Mikroskop, kann eine Ausbreitung der Zellen auBlerhalb des scaffold ausgeschlossen
werden. Studien zeigen, dass nach einer gemeinsamen Kaultivierungszeit von 14 Tagen,
mesenchymale Stammzellen zu groBen Teilen in Kollagenscaffolds oder deren Komposite
eingewandert bzw. eingewachsen sind. Nach 7 Tagen ist nur eine oberflidchliche Besiedlung des
scaffold-Materials zu beobachten (Niemeyer et al. 2003; Yoon et al. 2007; Kakudo et al. 2008; Xu
et al. 2009).

Das tissue engineering von Knochengewebe ist ein Forschungsfeld mit bereits in die Klinik
iibertragenen Anwendungen, das mit einiger Wahrscheinlichkeit die bisherige klinische
Arbeitsweise in der rekonstruktiven Chirurgie nachhaltig verdndern wird. Aber auch bei guten
Ergebnissen mit diesem neuen Verfahren sind toxikologische wund mikrobiologische
Untersuchungen fiir reproduzierbare, konsistente und verldssliche Behandlungsergebnisse
unverzichtbar. Mogliche unerwiinschte immunologische Langzeitreaktionen miissen ebenfalls
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Obwohl bisher in der Kenntnis der Knochenbiologie
schon groBe Fortschritte erreicht wurden, sind noch weitere Studien zum Verstindnis dessen
notwendig, was genau fiir die Entwicklung eines kiinstlich geziichteten Knochens benotigt wird.
Aspekte wie die Interaktion von Wachstumsfaktoren und Zellen miissen néher untersucht werden.
Und trotz bedeutender Fortschritte auf dem Gebiet der Materialwissenschaften sind spezifische
zelluldre Antworten auf molekularer Ebene noch nicht entschliisselt. Des Weiteren miissen auch die
Verarbeitungstechniken fiir die eingesetzten Gerliste verbessert werden, um die Ergebnisse
bisheriger Methoden zu tibertreffen (Schmidt-Rohlfing et al. 2009). Die Vaskularisierung von
geziichtetem Knochengewebe in vitro ist bislang, trotz vielféltiger Therapieansétze, ein noch nicht

gelostes Problem (Wenger et al. 2004). In vivo kann die Angiogenese jedoch durch den Einsatz von
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entsprechenden Wachstumsfaktoren wie VEGF und bFGF positiv beeinflusst werden (Ahrendt et al.
1998). Weiterhin kann in vitro eine frithzeitige Mineralisation an der Oberfldche des Zell-Matrix-
Konstrukts beobachtet werden, was die Erndhrung und die Sauerstoffversorgung fiir die tiefer

gelegenen Zellen zusitzlich verschlechtert (Martin et al. 1998).

5.1.2. Tiermodell

Die athymische Nacktratte wird als Versuchstier ausgewdhlt, da ihre bestehende Immundefizienz
eine Applikation humaner fettabgeleiteter Stammzellen ohne Abstoungsreaktion ermdoglicht.
Ratten sind ein allgemein anerkanntes Modell zur Veranschaulichung tierischer und menschlicher
Knochenheilungsprozesse (Erben 1996). Im Jahr 1953 tritt eine haarlose Mutation in einer
Auszucht-Kolonie von Rowett Hooded Ratten am Rowett Research Institute in Schottland auf. Zu
dieser Zeit existierten noch unzureichende Informationen iiber die Funktion des Thymus innerhalb
der Immunabwehr. Da die Immundefizienz der Nacktratten damals nicht erkannt wird, nimmt man
auch keine Isolierung dieser Mutation vor. Eine Kolonie dieser Ratten wird noch bis 1960
weitergeziichtet. Das rezessive Gen, welches verantwortlich fiir diesen Phénotyp war, geht jedoch
nicht verloren und besteht auf einer niedrigen Genfrequenz in dieser Kolonie von Ratten weiter bis
1975 weitere homozygote Mutanten auftauchten. Diese autosomal rezessive Mutation wurde als rnu
(Rowett nude) bezeichnet (Festing et al. 1978). Die rnu-Ratten kénnen vorriibergehend schwachen
Haarwuchs zeigen. Immunologisch wird die Nacktmutation begleitet von einer Aplasie des
Thymus, welcher nur in einer rudimentdren Form ohne Lymphozytenpopulationen existiert. Mit
zunehmendem Alter akkumulieren rnu-Ratten Zellen mit T-Zell-Markern, allerdings sind sie
unfdhig reife T-Zellen zu bilden und haben dadurch schwere Defekte in der T-Zell vermittelten
Immunantwort (Festing et al. 1978; Fossum et al. 1980; Vos et al. 1980). Es fallen erh6hte Werte
der neutrophilen Granulozyten auf. Auch in sekundiren lymphoiden Organen treten lymphozytire
Defizienzen auf (Berridge et al. 1979; Brooks et al. 1980; Fossum et al. 1980; Vos et al. 1980;
Douglas-Jones et al. 1981; Vos et al. 1983; Hougen et al. 1987; Klausen und Hougen 1987). Die
rnu-Ratte hat ein circa 20% geringeres Korpergewicht im Vergleich zum durchschnittlichen
Gewicht von heterozygoten Tieren (Schuurman et al. 1992). Man kann Nacktratten unter
konventionellen Bedingungen halten, jedoch haben diese athymischen Tiere unter diesen
Haltungsbedingungen nur eine Lebenserwartung von circa 9 Monaten und viele iiberleben nicht
langer als vier Monate (Hedrich 1990). Idealerweise werden rnu-Ratten unter spezifisch pathogen
freien (SPF) Haltungsbedingungen untergebracht. Hier sind die Tiere vor opportunistischen

Infektionen geschiitzt, Kiimmerer treten seltener auf und die rnu-Ratte kann ein Alter von bis zu
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zwei Jahren erreichen (Vaessen et al. 1986; Hedrich 1990). Durch in-vivo-Versuche mit rnu-Ratten
kann gezeigt werden, dass sowohl die Reaktion auf thymusabhédngige Antigene, die AbstoBung von
allogenen Transplantaten als auch die ,,graft-versus-host* Reaktion ausbleibt. Die B-Lymphozyten
konnen ohne eine T-Zell Unterstlitzung nicht effizient arbeiten (Schuurman et al. 1992). Es ist
jedoch eine erhohte Aktivitidt von Makrophagen und Killerzellen bei athymischen Ratten beobachtet
worden, was auf eine Kompensation der defizienten T-Zell Abwehr zuriickzufiihren ist (Tennesen
und Rolstad 1983; Rolstad und Fossum 1987). Grinnemo et al. (2004) zeigen, dass rnu-Ratten im
Gegensatz zu immunkompetenten Ratten keine xenogenen Transplantate abstolen. Somit dient die
Nacktratte als geeignetes Tiermodell fiir die biologische Forschung. Sie hat jedoch den Nachteil der
hohen Anfilligkeit gegeniiber Infektionen, sowie hohe Anschaffungs- und Haltungskosten (Hedrich
1990). Es sollte daher iiberlegt werden, ob man in Folgestudien auf eine allogene Transplantation,
innerhalb eines weniger pflegeintensiven und daher auch kostengiinstigeren Rattenmodells

umsteigen konnte.

5.1.3. Operationsmodell und Gruppeneinteilung

Die Anforderungen an ein Operationsmodell zur Uberpriifung der Knochenregeneration sind hoch.
Im Tiermodell ist ein Defekt von kritischer Grof3e so definiert, dass die intraossire Wunde nicht
durch Knochenformation wihrend der Lebenszeit des Tiers ausheilt. Er sollte dabei stabil sein und
keine Mobilitét erlauben, so dass keine Frakturen entstehen konnen. Das verwendete Defektmodell
ist bei Ratten gut untersucht. Die Lagerqualititen sowie die ,kritische GroéBe® sind fiir die
Trepanationsdefekte im Kieferwinkelbereich, der Schéddelkalotte und fiir den Kontinuititsdefekt am
Femur hinlénglich bekannt (Schmitz und Hollinger 1986; Hollinger und Kleinschmidt 1990; Bosch
et al. 1998). Die biomechanischen Biegekrifte und Druckkrifte, welche durch die Muskulatur
wihrend des Kauens auf den Kieferwinkelbereich einwirken, dienen als zusétzlicher
Wachstumsstimulus und filhren zu einer besseren funktionellen Beurteilbarkeit der
Knochenregeneration (Schmidt-Rohlfing et al. 2009). Diese Effekte wiirden bei einem
Defektmodell an der Schédelkalotte unberiicksichtigt bleiben. Die Schédelkalotte ist auch aufgrund
threr geringeren Vaskularisierung im Gegensatz zum Unterkiefer als ersatzschwach anzusehen
(Lexer 1908). Die Instabilitit und die dadurch ndétige externe bzw. interne Fixierung der
Defektbereiche an langen Rohrenknochen gehen mit einem erhdhten Infektionsrisiko der
Operationsbereiche einher (Horner et al. 2010). Oftmals reicht hier eine Osteosynthese bei voller
Belastung der GliedmaBlen nicht aus, um die Entstehung einer hypertrophen Pseudarthrose zu

verhindern. Aufgrund der Gefahr des Weichgewebevorfalls in den Defektbereich und die daraus
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entstehende Gefahr der Verdringung des Fibrinklebers bzw. des Kollagenscaffolds mit ADSC-
Transplantat, wurde sich zusitzlich zu einer Methode des protected bone healing mit einer
macropordsen resorbierbaren Membran entschieden. Dies ist eine gidngige Methodik um die
Knochenregeneration im Defektbereich vor Weichgewebevorfall zu schiitzen (Holmes et al. 2004).
Ob die alleinige Methodik des pbh mittels Membranen die Knochenregeneration positiv beeinflusst,
wird duBlerst kontrovers beurteilt. Die meisten Ergebnisse dokumentieren jedoch, dass pbh mittels
resorbierbaren Membranen zu einer besseren kndchernen Wundheilung der Defekte fiihrt (Dahlin et
al. 1988; Stetzer et al. 2000). Um den Einfluss der Methode auf die Knochenheilung zu
kontrollieren, war es notig, eine Gruppe mit ausschlieSlich pbh einer Kontrollgruppe ohne Therapie
gegeniiberzustellen. In den folgenden Gruppen konnte man die Unterkieferseiten mit pbh und die
Seiten mit pbh und Transplantat vergleichen. Um die Platzhalterfunktion des Kollagenscaffolds zu
iiberpriifen, wird in dieser Arbeit eine Gruppe ohne pbh und ausschlieBlich scaffold eingerichtet.
Durch die paarig angelegten Unterkieferseiten liegt eine Anwendung des split mouth
Versuchsmodells nahe. Mit dem split mouth Design wird ein Versuchsmodell beschrieben, bei dem
bei jedem Individuum zwei oder mehrere Behandlungen vorgenommen werden, welche jeweils
gesonderte Teilabschnitte der Mundhohle in Anspruch nehmen. Dadurch ermdglicht ein split mouth
Design den Vergleich verschiedener Therapieformen, wobei die interindividuellen Unterschiede
ausgeschlossen werden. Durch vergleichende Studien am selben Patienten kann die Irrtumsvarianz
im Gegensatz zu Studien, die verschiedene Versuchsindividuen miteinander vergleichen, reduziert
werden. Dies resultiert in einer Erhohung der statistischen Trennschirfe und fiihrt damit zu einer
geringeren Anzahl an benétigten Versuchstieren (Hujoel und DeRouen 1992). Das split mouth
Design ist daher die Untersuchungsmethode der Wahl, um verschiedene Behandlungsmethoden
miteinander zu vergleichen (Hujoel und Loesche 1990). Obwohl die Tiere ausreichend analgetisch
versorgt wurden, zeigen einige der hier so therapierten Tiere erhebliche Gewichtsverluste und
Symptome einer leichten Exsikkose wihrend der ersten postoperativen Tage. Dies ist zum grofiten
Teil auf die Lage des critical size defect und die Manipulationen wihrend der OP am
Unterkieferwinkel und die damit verbundene verringerte Futter- und Wasseraufnahme

zuriickzufiihren.

5.1.4. Radiologische Methoden

Im Bereich des tissue engineering von Knochen ist die Projektionsradiographie eine weit verbreitete
Untersuchungsmethode zur Verlaufskontrolle (Saadeh et al. 2001; Fialkov et al. 2003; Vogelin et al.
2005; Oest et al. 2007). Sie ist kostengiinstig und je nach Tier- und Operationsmodell bendtigt man
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nicht immer eine Anésthesie. Mit ihrer Hilfe kann in vivo die Osteosynthese kontrolliert und der
Heilungsverlauf dargestellt werden. Diese Methodik hat jedoch eine begrenzte Auflosung. Es wird
ein dreidimensionales Geschehen auf zwei Ebenen reduziert, daher kann es zu Fehleinschétzungen
des rdaumlichen Geschehens und damit der Knochenregeneration im Untersuchungsbereich
kommen. Der grofite Nachteil ist, dass sich die Aufnahmeergebnisse nicht quantifizieren lassen,
also das neu gebildete Knochengewebe im Defektbereich sich nur qualitativ beurteilen lasst. Einige
Autoren versuchen diesen Nachteil mit der Bildung von eigenen scores zu iiberwinden, um die
Ergebnisse zu objektivieren und zu quantifizieren (Hedberg et al. 2005b). Da sowohl die fpvCT
Technologie, wie auch die Micro-CT Technologie an der Justus-Liebig-Universitdt Gielen zur
Verfiigung stehen und aufgrund der doch erheblichen Nachteile der Projektionsradiographie, wird
sich in der vorliegenden Arbeit filir eine dreidimensionale Darstellungsmethode entschieden.
Objekte im computertomographischen Hochkontrastbereich, zum Beispiel Knochengewebe gegen
Weichteilgewebe, sind durch die Methode der fpvCT kontrast- und detailreich darzustellen. In
verschiedenen Verdffentlichungen wird gezeigt, dass das fpvCT sehr gut zur Darstellung von
Knochendetails geeignet und herkdmmlichen Computertomographen tiberlegen ist (Greschus et al.
2005; Reichardt et al. 2008; Schaaf et al. 2008; Schulte-Geers et al. 2011). Das fpvCT erzielt bei
vergleichbarer Strahlendosis und Untersuchungsdauer eine wesentlich bessere Ortsauflosung
(isotrope Voxelkantenldnge bis zu 50 um) als herkommliche Computertomographen (Obert et al.
2005). Das in dieser Studie verwendete fpvCT ist das Model eXplore Locus Ultra (GE Global
Research, Niskayuna, New York, USA). Es handelt sich um ein Vorserienmodel. Im bone tissue
engineering ist das Micro-CT eine etablierte Methode zur Evaluierung von Knochengewebe
(Hedberg et al. 2005; Jones et al. 2007). Es kann durch seine sehr hohe Auflosung selbst kleinste
Details darstellen. Im Vergleich zum {fpvCT ist die Strahlendosis deutlich hdoher, die
Untersuchungszeit linger und die zu untersuchende Probe darf eine Kantenldnge von 2 cm nicht
iiberschreiten (Jorgensen et al. 1998). Augrund der technischen Voraussetzungen ist eine in vivo
Untersuchung nicht méglich. Um eine maximale Auflosung zu erreichen, miissen die Proben um
den Defekt auf die Grofle von lem zugeschnitten werden. Aufgrund der starken Artefaktbildung,
muss sdmtliches Zahnmaterial entfernt werden. Da es sich um Endpunktanalysen handelt, kann
keine Aussage iliber den zeitlichen Verlauf der Knochenregeneration gemacht werden. Durch die in
dieser Studie ermittelten Verlaufskontrollen und den dadurch abzuschidtzenden Abschlusszeitpunkt
der Knochenregeneration in den Transplantatgruppen, ist fiir zukiinftige Studien eine ex-vivo

Endpunktanalyse mittels Micro-CT geplant. Hier kann man é&hnlich der in dieser Arbeit
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verwendeten Grauwertanalyse der fpvCT Aufnahmen vorgehen um eine
Knochenvolumenberechnung des neu gebildeten Knochens im Defektbereich durchzufiihren (Park
etal. 2011).

War bis vor wenigen Jahren die Bearbeitung eines CT-Datensatzes nur mit teurer kommerziell
erhéltlicher Hardware und umfangreichen EDV-Kenntnissen moglich (Robb und Hanson 1991), so
kann inzwischen auch auf einem leistungsfihigen PC medizinische Bildbearbeitung betrieben
werden. Aus den generierten Schnittbildserien lassen sich heutzutage, auch mit frei verfligbaren
Softwareprogrammen mit geringem Zeitaufwand, dreidimensionale Rekonstruktionen anfertigen
und auswerten. Gingige Softwareprogramme zur dreidimensionalen Darstellung und Auswertung
von computertomographischen Aufnahmen, wie z.B. Analyze (Bio Medical Imaging Resource,
Rochester Minnesota, USA), konnen das Dateiformat der rekonstruierten Schnittbilder des fpvCT
nicht einlesen. Daher wird auf die Bildbetrachtungssoftware des fpvCT Herstellers GE Global
Research zuriickgegriffen. Dieses Bildbetrachtungsprogramm Micro View 2.1.2 ist auf die
zweidimensionale und dreidimensionale Visualisierung im medizinischen Bereich spezialisierte
Software. Die meisten in der Literatur beschriebenen Methoden quantifizieren den Anteil des
regenerierten Gewebes semiquantitativ mit Hilfe eines Scoresystems (Hedberg et al. 2005). Dieses
héngt oftmals stark von der Einschitzung des jeweiligen Untersuchers ab. Wenige Studien haben
bisher Micro View zur Analyse kndcherner Strukturen von fpvCT Aufnahmen eines critical size
defect Modells an der Ratte verwendet (Umoh et al. 2009). Die vorliegende Arbeit ist eine der
ersten, welche eine neue Auswertungsmethode zur Quantifizierung von Knochenregeneration im
critical size defect Modell der Ratte, anhand von fpvCT Aufnahmen und einer Grauwertanalyse mit
Hilfe dieser frei verfiigbaren Software, mit Erfolg durchgefiihrt hat. Die zur ossifizierten
Defektflichenberechnung verwendete frei verfligbare Bildbetrachtungssoftware OsiriX (Pixmeo
SARL, Bernex, Schweiz) ist in vorherigen Studien zur Darstellung von CT-Aufnahmen und der
damit verbundenen Analyse von Knochendefekten im critical size defect Modell der Ratte
verwendet worden (Lei et al. 2009). Diese Software bietet einen vollstindigen Satz von Funktionen

zur Analyse von DICOM Datensdtzen (Rosset et al. 2004).
5.2. Diskussion der Ergebnisse

5.2.1. Durchflusszytometrische Analyse
Bei der Gewinnung von ADSC ist der Isolationsprozess der Stammzellen aus der heterogenen

Zellpopulation nach der enzymatischen Verdauung der schwierigste Teil. Durch die Verdauung
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werden neben den Stammzellen auch mikrovaskuldre Endothel- und glatte Muskelzellen aus dem
Fettgewebsverband gelost (Strem et al. 2005). Durch die Zentrifugation lassen sich anhand des
Dichtegradienten in einem ersten Schritt Stammzellen und Hématozyten von den restlichen Zellen,
vor allem Adipozyten mit ihrem hohen Lipidanteil, trennen (Martinez-Estrada et al. 2005). Durch
die zahlreichen Waschprozesse sollte der Anteil von Hadmatozyten moglichst gering gehalten
werden. Die weitere Isolierung der Stammzellen erfolgt mit Hilfe der adhdrenten Eigenschaften der
Stammzellen auf Kunststoffoberflichen der Zellkulturgefifle (Ashjian et al. 2003). Nach dem ersten
Kulturmediumwechsel werden so mit dem Medium alle nicht adhirenten Zellen entfernt. Zur
Kontrolle dieser ersten Schritte wird die Morphologie der Zellen mit denen aus der Literatur
verglichen (Ashjian et al. 2003; Martinez-Estrada et al. 2005; Wagner et al. 2005). Der Ausschuss
fir Stammzellforschung der Internationalen Gesellschaft fiir zelluldre Therapien hat fiir die
Identifizierung von humanen mesenchymalen Stammzellen vier Kriterien vorgeschlagen. Nach der
Auffassung dieser Kommission miissen mesenchymale Stammzellen unter standardisierten
Kulturbedingungen kunststoffadhdrent wachsen, sie miissen die Fidhigkeit zur osteogenen,
adipogenen und chondrogenen Differenzierung besitzen, sie miissen die Marker CD73, CD90,
CD105 exprimieren und sie diirfen keine Expression von Markern der hamatopoetischen Zelllinie
(CD14, CDI11b, CD34, CD45, CD19, CD790a) zeigen (Dominici et al. 2006). Die wesentlichen
Stammzellmerkmale der ADSC sind die Fahigkeit der Adhésion auf Kunststoff, die Bildung
fibroblastendhnlicher Kolonien, eine umfangreiche proliferative Kapazitit und die Expression
mehrerer bestimmter Zell-Oberflichen-Antigene. Sie sollten ebenfalls die Fahigkeit besitzen, sich
in mehrere Zelllinien zu differenzieren, einschlieBlich der Knochen-, Muskeln-, Knorpel- und
Epithelzelllinie, sowie in neurale Vorlduferzellen (Gronthos et al. 2001). Die exakte
Charakterisierung erfolgt mit Hilfe durchflusszytometrischer Analysen. Dabei dient die in der
Literatur beschrieben Oberflaichenmarker fiir adipogene Stammzellen als Orientierung (Gronthos et
al. 2001; Zuk et al. 2002; Strem et al. 2005). In dieser Arbeit werden die sechs Marker CD13,
CD49d, CD105, CDI117, CD166 und Stro-1 ausgewdhlt und deren Expression an den isolierten
Stammzellen {iberpriift. Alle Zellen der Kultur exprimieren die Marker CD105, CD166 und CD117,
was die Homogenitdt der Stammzellkultur bestdtigt. Die drei Marker Stro-1, CD49d und CD 13
laBen sich in Passage 3 bei einer geringeren Zellzahl nachweisen. Thr positiver Anteil steigt zur
Passage 10 hin stark an. Das Stromal-Antigen-1 (STRO-1) wird bewusst ausgewéhlt, da seine
Expression sehr spezifisch fiir mesenchymale Stammzellen ist. Bei einigen Arbeiten wird das

Antigen als der mesenchymale Stammzellmarker angesehen (Gronthos et al. 1994; Dennis et al.
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2002; Zuk et al. 2002; De Ugarte et al. 2003). In anderen Arbeiten wird seine Bedeutung relativiert,
da er bei den fettabgeleiteten Stammzellen nicht nachgewiesen werden konnte (Gronthos et al.
2001). Ursachen der verschiedenen Nachweise konnen, in Analogie zu Gimble und Guilak (2003),
durch verschieden angewandte Techniken der Nachweismethoden, der verwendeten monoklonalen
Antikorper gegen verschiedene Epitope oder unterschiedlicher Primer im Rahmen der PCR
begriindet sein. Andere Forschungsgruppen dokumentieren bei den CD-Markern CD49d und
CDI117, in frithen Passagen der Zellexpansion einen &hnlich niedrigen prozentualen Anteil der
markerpositiven Zellen. Gronthos et al. (2001) beschreiben bei ihren durchflusszytometrischen
Untersuchungen der ADSC einen Wert von 9 £ 2 % CDA49d+ Zellen und Lee et al. (2004)
sprechen schon bei einem Wert von 2,3 % CD117+ Zellen von einer positiven ADSC-Zellkultur fiir
diesen Marker. Zusammenfassend kann man sagen, dass die wesentlichen Charakteristika von
Stammzellen durch die Zellkultur dieser Studie erfiillt werden und darauf schlief3en lassen, dass es
sich um eine Kultur von fettabgeleiteten Stammzellen handelt. ADSC sezernieren eine Vielzahl von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Diese Zytokine und Wachstumsfaktoren kénnen auf die
kultivierten Zellen wirken und zur Zelldifferenzierung in hoheren Passagen fiihren. In der Literatur
ist eine solche spontane Ausdifferenzierung der fettabgeleiteten Stammzellen in hoheren Passagen
beschrieben (Planat-Benard 2004; Steffen 2009). Man wiirde bei den durchflusszytometrische
Analysen in Passage 10 einen niedrigeren oder zumindest gleichbleibenden CD-Marker Anteil
positiver Zellen erwarten. Dies wurde von Izadpanah et al. (2006) beschrieben. Daher kann man
sich zundchst den erhdhten Anteil der Marker positiven Zellen in Passage 10, im Vergleich zur
Passage 3 anhand dieser Studien nicht erkldren. Mitchell et al. (2006) beschreiben eine
Abhingigkeit der CD-Marker Expression von der Anzahl der Passagen. Sie entdeckten einen initial
geringeren Anteil stammzellassoziierter CD Marker, in frisch prozessierten Zellen bzw. in niederen
Passagen, so dass eine selektive Vermehrung bestimmter Zellpopulationen in hoheren Passagen
denkbar wire. Eine Verunreinigung der frithen Passagen durch ebenfalls adhdsiv schnell wachsende
Fibroblasten wire ebenfalls moglich. Fibroblasten wachsen unter dhnlichen Bedingungen in vitro
und ihr CD-Marker Profil, sowie ihre Morphologie lassen sich nicht eindeutig von fettabgeleiteten
Stammzellen unterscheiden (Haniffa et al. 2007). Dies wiirde auch die wesentlich lingeren
Zellzyklen in den hoheren Passagen 8-10 erkldren, da mesenchymale Stammzellen sich langsamer
vermehren. Izadpanah et al. (2006) beschreiben ebenfalls eine Abnahme der Zellverdopplungszeit

in hoheren Passagen.
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5.2.2. Knochenvolumen und ossifizierte Defektfliche

Das auf equinem Kollagen basierende scaffold ist nach den Ergebnissen der vorliegenden Studie
nicht als Trigermaterial im bone tissue engineering der Ratte geeignet. Es ldsst sich auch iiber
langere Zeit problemlos mit ADSC kultivieren und nimmt die Zellen durch seine Poren auf. Jedoch
verdndert es seine Struktur im Kulturmedium und wird instabil. Aufgrund seiner schnellen
Resorption in vivo ist es in dem vorliegenden Modell als alleiniger Platzhalter mit ADSC nicht
geeignet. Die Therapiegruppe mit pbh und scaffold mit ADSC Transplantat hat eine schlechtere
Knochenrekonstruktion gezeigt, als die Kontrolle mit ausschlieBlich pbh. Dieses Phdnomen wird
durch das schlechtere Abschneiden der Gruppe mit alleinigem Tragermaterial aus Kollagen, im
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Therapie, verstirkt. Diese Ergebnisse lassen einen stérenden
Effekt des scaffold selbst auf die Knochenheilung der Ratte vermuten. Es handelt sich um
Dentalkegel, welche nach entfernen eines Zahnes in das leere Zahnfach zur Himostase eingefiigt
werden und um ein Gertist als Leitschiene zur Neubildung von Blutgefédf3en und Knochenstrukturen
zu haben. Die Vorteile dieser Art des Tragermaterials, wie die Osteokonduktivitit, stabile Struktur
und der Schutz des Defektes vor Weichgewebevorfall, sowie eine rasche Integration im
umliegenden Gewebe konnen in der vorliegenden Studie nicht bestétigt werden. Die Dentalkegel
sind fiir eine Knochenheilung im menschlichen Zahnfach konstruiert und werden aufgrund der
erhohten Stoffwechselrate der Ratte wesentlich schneller als beim Menschen abgebaut. Daher
sollten diese neuartigen modifizierten Dentalkegel fiir zukiinftige Arbeiten an Tiermodellen zu
dieser Verwendung nicht mehr herangezogen werden. Die hohe osteogene Potenz der
transplantierten ADSC ist besonders gut an den Gruppen mit Kollagentransplantat zu beobachten,
da die Therapiegruppe mit scaffold und ADSC Transplantat eine bedeutend bessere
Knochenheilung zeigt, im Vergleich zur Kontrolle mit ausschlieBlich scaffold.

Der autologe Knochen wird in nahezu jeder Publikation, welche sich mit der Problematik der
Knochenregeneration beschiftigt, als der optimale Knochenersatz angesehen (Giannoudis et al.
2005; Horch und Pautke 2006). Zuverlédssigkeit, Verfiigbarkeit, Wirksamkeit und das Fehlen von
potentiellen Krankheitsiibertragungen machen den autologen Knochen zum ,,Goldstandard* (St
John et al. 2003). Die Stirken des autologen Knochentransplantats bestehen in den
osteogenetischen, osteokonduktiven und osteoinduktiven Eigenschaften. Auch in der vorliegenden
Studie ist die Uberlegenheit eines autologen Knochentransplantates im Bereich der
Knochenrekonstruktion belegt worden. Sowohl das Knochenvolumen wie auch die ossifizierte

Defektflache sind iiber den gesamten Untersuchungszeitraum den anderen Transplantatgruppen
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iiberlegen. Das komplett entnommene Knochengewebe wird zerkleinert und reimplantiert und
damit sind bis zu 80 % der Defektfliche schon zu Beginn der Studie mit Knochenmaterial gefiillt.
Neu gebildeter Knochen und reimplantierter Knochen konnten aufgrund der Auswertungsmethode
dieser Studie nicht unterschieden werden. Sowohl das Knochenvolumen wie auch die Defektfldche
nehmen nur geringfligig innerhalb des Beobachtungszeitraumes zu. Das osteogene Potential dieses
Transplantates bleibt somit sehr gering. In den ADSC Transplantatgruppen ist zu Beginn der
Untersuchung kein Knochenmaterial im Defektbereich vorhanden und besonders in der Gruppe mit
pbh und ADSC Transplantat in Fibrinkleber, zeigt sich eine Knochenvolumenzunahme und eine
ossdre Durchbauung des Defektbereiches, welche an die Ergebnisse der Transplantatgruppe mit
autologem Knochenmaterial heranreichen.

Aufgrund der sehr dhnlichen Ergebnisse der Untersuchungen der ossifizierten Defektflache und des
Knochenvolumens im critical size defect liegt es nahe, dass der erhobene Parameter ossifizierte
Defektfliche sehr stark von dem Wert des neu gebildeten Knochenvolumens im Defektbereich
abhéngig ist. Hier wird ein hoher Korrelationswert von 0,7 erreicht. Dies ist groftenteils auf die
durch die makropordse resorbierbare Folie hervorgerufene gerichtete Knochenheilung im
Defektbereich zuriickzufiihren. Die ossifizierte Defektfliche wird berechnet, um durch einen
zusitzlichen Parameter eine Aussage iiber die funktionelle Ausrichtung des neu gebildeten
Knochenmaterials und damit der Stabilitit im Defektbereich machen zu kdnnen.

Die vorliegende Arbeit dokumentiert als erste iiber einen Zeitraum von acht Wochen die
Knochenheilung im critical size defect am Unterkieferwinkel der rnu-Ratte, durch Transplantation
fettabgeleiteter humaner adulter Stammzellen. Somit ist eine Aussage iiber den zeitlichen Verlauf
der Knochenregeneration moglich. Die Knochenregeneration im Defektbereich bzw. das neu
gebildete Knochenvolumen der ADSC-Transplantatgruppen, iibersteigen die Werte der
Kontrollgruppe zwischen der 2. und 4. Woche. Zuvor liegt eine nahezu identische
Knochenvolumenzunahme vor. Da in dieser Studie undifferenzierte ADSC verwendet werden, ist s
denkbar, dass die Ausdifferenzierung der Stammzellen in vitro eine Zeit von bis zu drei Wochen in
Anspruch nimmt. Studien, welche sich mit der Ausdifferenzierung der ADSC in vivo beschéftigen,
beschreiben ebenfalls eine Ausdifferenzierungszeit von 2-3 Wochen (Yoon et al. 2007; Jeon et al.
2008). Man sollte daher in Betracht ziehen, die Zellen in vitro osteogen zu differenzieren, um die
Zeitspanne von der undifferenzierten ADSC Zelle zur Knochenzelle in vivo so kurz wie moglich zu
halten. Fiir eine osteogene Vordifferenzierung in vitro gibt es in der Literatur standardisierte

Protokolle, in denen man durch Zugabe von Dexamethason, [-Glycerolphosphat und
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Ascorbinsdure-2-phosphat zum normalen Zellexpansionsmedium, eine Differenzierung in die
Knochenzelllinie bewirken kann (Pittenger et al. 1999; De Ugarte et al. 2003; Arrigoni et al. 2009;
Lin et al. 2006; Wu et al. 2007). Diese Uberlegungen werden von Yoon et al. (2007) unterstiitzt, die
eine signifikant hohere Knochenregeneration mit vordifferenzierten ADSC-Transplantaten in einem
critical size defect an der Schiddelkalotte der Ratte im Vergleich zu undifferenzierten ADSC-
Transplantaten beschreiben.

Am Verlauf der Knochenvolumenzunahme, wie auch der ossifizierten Defektflache, ist zu dem
Zeitpunkt nach acht Wochen Heilungsphase eine hohe Steigung zu erkennen. Dies deutet darauf
hin, dass die Knochenheilung und damit auch die osteogene Potenz der Transplantate nach acht
Wochen Heilungsphase in diesem Rattenmodell nicht abgeschlossen ist. Daher sollte man in
zukiinftigen Studien im Bereich der Knochenregeneration in einem Rattenmodell einen lingeren
Beobachtungszeitraum wihlen. Die Kurvenverldufe lassen einen Abschluss der Knochenheilung

nach 12-14 Wochen vermuten.

5.2.3. Histologie

In den histologischen Untersuchungen kann man eindeutig nachweisen, dass keiner der Defekte
kritischer GroB3e ohne Therapie vollstindig kndchern durchbaut ist. Lediglich im Randbereich ist
eine kndcherne Regeneration zu beobachten. Dies ist hauptsdchlich auf die Storungen durch einen
Vorfall von Muskelgewebe in die Defektregion zuriickzuftihren. Diese massiven Storungen der
Knochenregeneration werden durch Schutz des Defektes mit einer makropordsen resorbierbaren
Folie unterbunden. Die Folien werden auf 5,5mm Durchmesser mit einer zentral gelegenen
Membranpore zugeschnitten, welche die Vaskularisierung und damit die Versorgung der
Defektregion sicherstellen sollte. Durch diese Pore sind teilweise Weichteilgewebe in den critical
size defect vorgefallen und haben die Knochenheilung gestort. In einigen Prédparaten ist ein
verrutschen der Folien zu erkennen, so dass der Defekt nicht mehr komplett abgedeckt wurde. Trotz
dieser Storungen der Knochenregeneration kann man histologisch eine erheblich bessere
Knochenheilung in den Defekten mit protected bone healing feststellen. Eine komplette kndcherne
Durchbauung des Defektes innerhalb von sechs bzw. acht Wochen postoperativ, kann im Gegensatz
zu Dahlin et al. (1988) nicht beobachtet werden. Um die Gewebevorfille vollstindig zu
unterbinden, aber die nutritive Versorgung des Defektbereichs zu erhalten, konnte man eine
millipordse oder semipermeable resorbierbare Folie verwenden. Studien berichten {iber einen
dhnlichen Erfolg des pbh mit millipordsen oder semipermeablen resorbierbaren Membranen (Riiedi

und Bassett 1967). Auch Linde et al. (1993) schlagen die Anwendung von Barrieremembranen im
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pbh mit erhdhter Porositit vor. Im Gegenteil berichten Schmid et al. (1994), dass die
Membranpermeabilitit keinen Einfluss auf die Knochenbildung hat.

In den histologischen Priparaten sind vermehrt Fettgewebe in den Defektbereichen aufgetreten,
dieses war besonders in den Praparaten mit ADSC-Transplantat in Kollagenscaffold zu beobachten.
Die Adipozyten konnen aus abgeschwemmtem Fettmark des Unterkiefers stammen, jedoch ist die
lineare Anordnung entlang einer Linie von Defektrand zu Defektrand, auf der urspriinglich das
scaffold zu vermuten ist, sehr auffillig. Es konnte sich um transplantierte humane ADSC handeln,
welche sich in die Fettzelllinie, aus der sie urspriinglich isoliert wurden, ausdifferenziert haben. Da
undifferenzierte Stammzellen transplantiert werden und die Bildung und Regeneration von jedem
Gewebe mit einer Kaskade von assoziierten Signalen wie Wachstumsfaktoren und
Transkriptionsfaktoren einhergeht (Witkowska-Zimny und Walenko 2011), ist eine Differenzierung
der multipotenten Stammzellen in Zelllinien abseits der des Knochens denkbar. Dies wére durch
eine vorherige osteogene Ausdifferenzierung in vitro zu vermeiden. Die Mechanismen, welche
hinter der ADSC Differenzierung in vivo stehen, sind nicht geklart. Weitere experimentelle
Arbeiten sind erforderlich, um einen Einblick in das Zusammenspiel der Faktoren und
Signalkaskaden im Prozess der Zelldifferenzierung und Reifung zu bekommen (Witkowska-Zimny
und Walenko 2011). In den histologischen Priparaten in denen ein Kollagenscaffold verwendet
wird (Gruppe 4 und 5), sind bis auf wenige Ausnahmen keine Reste des Tragermaterials zu finden.
Auch die geringe Knochenregeneration im Defektbereich widhrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes, spricht fiir eine sehr schnelle Resorption des Kollagenmaterials. In den
Gruppen ohne pbh ist daher eine Stérung der Knochenregeneration durch Vorfall von
Weichteilgewebe in den critical size defect zu vermuten. Aufgrund des schnellen Abbaus wird ein
Einsatz von Kollagenmaterial im bone tissue engineering auch von anderen Arbeitsgruppen kritisch
gesehen (Donzelli et al. 2007). Man kann Kalzium-Phosphatkeramiken als Tragermaterial fiir
humane ADSC verwenden. Tricalciumphosphat (TCP) ist stabil, bioresorbierbar und
biokompatibel, aber hat eine unzulidngliche Durchldssigkeit und Porositdt (Parikh 2002).
Hydroxylapatit (HA) hat eine kristalline Struktur und ist selbst in wissriger Losung sehr stabil. Die
meisten Produkte im Knochenersatz bestehen aus HA aufgrund seiner Stabilitit (Bohner 2000). In
verschiedenen Studien (Lee et al. 2003; Hicok et al. 2004; Kasten et al. 2004) wurde die
erfolgreiche Kultivierung, Transplantation und osteogene Ausdifferenzierung (Marino et al. 2009)

von Stammzellen in solchen Tragermaterialien beschrieben. Die Methodik der Grauwertanalyse der
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vorliegenden Studie konnte man nicht verwenden, um Tricalciumphosphat bzw. Hydroxylapatit von

neu gebildetem Knochen zu unterscheiden.

5.2.4. Nachweis humaner Zellen

Sowohl immunhistochemische Analysen wie auch PCR Untersuchungen und DNA in situ
Hybridisierung auf human-spezifische, repetitive Alu-Sequenzen, sind gidngige Methoden um
Zellen humanen Ursprungs im Tier nachzuweisen (Walker et al. 2003; Hicok et al. 2004; Moelker
et al. 2007; Ono et al. 2007; Kasten et al. 2008; Niemeyer et al. 2008, 2010). Es werden
verschiedene Methoden verwendet und entwickelt, um die humane Zellpopulation in den fixierten
Praparaten nachzuweisen bzw. um Osteoblasten und Osteozyten humanen Ursprungs in der
Defektregion zu identifizieren. Zundchst werden immunhistologische Pridparate mit Antikorpern
gegen humane Zellkernbestandteile und humane Mitochondrien (Millipore, Schwalbach/Ts,
Deutschland) unter verschiedenen Protokollen angefertigt. Beide Antikorper farben fixierte
Stammzellpellets, welche direkt aus der Kultur entnommen wurden, eindeutig an. Die
immunhistologischen Préparate der Unterkieferdefekte zeigen eine stirkere Farbung von Zellen der
Knochenzelllinie in den ADSC Transplantatgruppen. Die Rattenzellen in den Negativkontrollen
ohne ADSC Transplantat zeigen auch nach mehrmaligen Verdnderungen der Fiarbeprotokolle eine
Kreuzreaktivitdt. Daher kann kein Nachweis gefiihrt werden.

Es wird eine PCR (polymerase chain reaction) von Schnitten der in Paraffin eingebetteten Priparate
mit spezifischen Primern (mtHumsp F und mtHumsp R (Ono et al. 2007)) fir humane
mitochondriale DNA Sequenzen durchgefiihrt, um zunichst eine generelle Aussage iliber das
Vorhandensein humaner DNA in den Préparaten zu bekommen. Die Signalstirke der Banden ist
sehr gering und der Primer sehr unspezifisch. Andere PCR-Universalsysteme mit Primern
(MMdI6_F: ACCATCAGCACCCAAAGCTGA und MMdl6 R:
GCCCTGAAGTAAGAACCAGATGC) fiir tierische und menschliche DNA zeigen eine Vielzahl
von Verunreinigungen durch tierisches Material rattenfremder Spezies, hervorgerufen durch die
histologische Préparation in der Veterindrpathologie. Aufgrund dieser Verunreinigungen hat man
sich entschieden eine sogenannte Nested PCR mit spezifischen Primern fiir humane DNA-
Sequenzen durchzufiihren. Dazu setzt man das PCR Produkt einer ersten PCR, im vorliegenden Fall
die Midi-Primer F16088: TGTATTTCGTACATTACTGC und R16304:
ACTGTTAAGGGTGGGTAGGT, in eine zweite ein. Das Primerpaar der zweiten PCR, im
vorliegenden Fall die Midi-Primer F16159: CATAAAAACCCAATCCACAT und R16233:
TGATAGTTGAAGGTTGATTGCTGT, liegt dabei zwischen den Primern der ersten Reaktion.
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Dadurch werden falsche Amplifikationen der ersten PCR ausgesondert. Diese Art der PCR ist sehr
spezifisch und man bendtigt nur geringe Mengen DNA-Material. Hier zeigt sich eine
Verunreinigung der leeren Paraffinblocke mit humaner DNA, sodass man von generellen
Verunreinigungen des Einbettmaterials ausgehen musste. Es zeigen sich in einigen Préparaten mit
ADSC Transplantat starke Signalbanden humaner DNA Sequenzen. Weitere Priaparate mit ADSC
Transplantat haben keine Signalbanden. Ebenfalls zeigen Kontrollpraparate ohne ADSC
Transplantat leichte Signalbanden, welche aber auf Verunreinigungen des Préparates selbst oder des
Einbettmaterials zuriickzufiithren wiren. Der Nachweis der humanen Zellen in den Endpréiparaten
ist in ersten Pilotversuchen nicht eindeutig gelungen und wurde daher nicht weiterverfolgt, jedoch
lassen die sonstigen Ergebnisse eindeutig auf den positiven Einfluss der ADSC auf die
Knochenregeneration schlieBen. Der endgiiltige Nachweis, dass das neu gebildete Knochengewebe
im Defektbereich aus transplantierten ADSC entstanden ist, ist mit diesen Préparaten nicht moglich.
Bei der Planung und Durchfithrung der Studie ist ein alleiniger immunhistologischer Nachweis
vorgesehen. Eine spitere Untersuchung mittels PCR ist nicht geplant gewesen. Daher wird bei der
Préaparation nicht ausreichend sauber fiir eine PCR gearbeitet. Eine in situ Hybridisierung auf
human-spezifische, repetitive Alu-Sequenzen wird nicht durchgefiihrt, da eine in der vorliegenden
Studie durchgefiihrte PCR auf solche Sequenzen, Intra Alu F und Intra Alu R (Walker et al.
2003), keine Ergebnisse erbrachte. Dies ist eventuell durch einen negativen Einfluss der EDTA-
Entkalkung auf die DNA zu erkldren. Ein Nachweis ist nun in Folgestudien zu erbringen. Hierzu
gehen Uberlegungen zu einem Rattenmodell mit autologer ADSC Transplantation. Denkbar wiire
eine Markierung der transplantierten ADSC mit griin fluoreszierendem Protein (GFP) zur spéteren

Identifizierung (Inoue et al. 2005).

5.3. Ausblick fiir Veterinir- und Humanmedizin

Die regenerative Medizin weckt mit der Entwicklung vitalisierter Ersatzmaterialien gro3e Hoffnung
fiir kiinftige Behandlungsmethoden ausgedehnter Knochendefekte. Im Vorfeld der Ubertragung auf
die Klinik gilt es jedoch, Materialien eingehend zu testen, um das Risikoprofil neuartiger Implantate
besser abschdtzen zu konnen. Dies besitzt fiir die Veterindr- und Humanmedizin gleichermal3en
Giiltigkeit. Jede Material-Stammzell-Kombination sollte daher vor dem in vivo Einsatz auf ihre
Zytokompatibilitit getestet werden. Auch die Differenzierbarkeit einer Stammzelle auf einem
Material muss in nachfolgenden Versuchen getestet werden. Um eine osteogene Differenzierung

der ADSC zu induzieren, mussten 1in den bisherigen Arbeiten noch zusétzliche
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Differenzierungsstimuli eingesetzt werden. Zukiinftige Forschungsarbeiten werden die langfristige
und stabile osteogene Differenzierung auf Biomaterialien betreffen.

Insgesamt betrachtet wird sich nach dem derzeitigen Stand der Wissenschaft aller Voraussicht nach
keiner der in dieser Studie dargestellten Ansdtze zur Verbesserung des Ersatzes kndchernen
Gewebes alleine durchsetzen konnen. Jedoch konnte man mit der vorliegenden Studie
richtungsweisende Ergebnisse erzielen, welche sowohl fiir die Human- als auch fiir die
Veterindrmedizin grole Hoffnungen im Bereich der Regenerativen Medizin wecken. Durch die
synergistische Nutzung der Kompetenzen verschiedener Fachrichtungen scheint es erreichbar, die
effektivsten Therapiestrategien fiir die Behandlung ausgedehnter Knochendefekte durch
Kombination unterschiedlicher Ansétze zu identifizieren. Das {ibergeordnete Ziel bleibt dabei die
Behandlung von Knochendefekten mit Ergebnissen, die der Verwendung autologer Transplantate
gleichkommen. Auch wenn vor einem klinischen Einsatz noch erheblicher Entwicklungsbedarf
besteht, konnen basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit neue Maflnahmen ergriffen werden,
um patientenindividuelle vitalisierte Knochenersatzmaterialien weiterzuentwickeln und in
praklinischen Tiermodellen zu testen, beziehungsweise um zunidchst im Rahmen individueller
Heilversuche vitalisierte Knochenersatzmaterialien fiir die Therapie ausgedehnter Knochendefekte
zu nutzen. Auf diese Weise kann neuen Materialien und Behandlungsmethoden fiir den
Knochenersatz der Weg in die klinische Anwendung geebnet werden. Fiir eine wirtschaftliche
klinische Anwendung dieser Techniken wére es notig, die material- und zeitaufwiandige Laborphase
zu optimieren und die Kosten zu senken. In der Humanmedizin wére es sinnvoll auf dem Weg zur
breiten Anwendung die Vorteile der giinstigen und beschwerdefreien Materialgewinnung in Form
eines Lipoaspirates mit einem flichendeckenden Netz von Fettgewebsdatenbanken zu kombinieren.
Bis zu diesem Punkt bleibt die Verwendung fettabgeleiteter Stammzellen eine Einzelanwendung
und muss gegen den Einsatz herkdmmlicher Knochenersatzmaterialien oder der Verwendung eines
autologen Knochentransplantates abgewogen werden. Somit stellt diese Studie mit der kndchernen
Defektheilung durch fettabgeleitete Stammzellen in Kombination mit Fibrin als Tragermaterial ein
bioaktives Knochenersatzmaterial vor, dessen weitere Erforschung hin zu verldsslichen
Heilergebnissen und bestindiger Qualitit empfohlen werden kann. Dariiber hinaus ist eine
Anwendung therapeutisch am Tier und Menschen wiinschenswert. Besonders die Knochenheilung
in der veterindrmedizinischen Chirurgie kann vom Einsatz regenerativer Prinzipien profitieren.
Speziell Non-Unions, also letztlich die Ausbildung von Pseudarthrosen, sind ein gro3es Problem in

diesem Bereich. Aber auch Knochendefekte in der Unfallchirurgie sind nur sehr unbefriedigend zu

107



5. Diskussion

versorgen. Beim Pferd und Hund sind es z.B. Arthrodesen, die in sehr variabler Frist knochern
durchbauen, welche durch neuartige in dieser Studie vorgestellt bone tissue engeneering Verfahren
besser therapiert werden konnten. Im Bereich der Kleintiermedizin konnten grofere
Knochendefekte am Unterkiefer der Katze mittels neuer tissue engeneering Verfahren in
Kombination mit ADSC zu deutlich schnellerer Ausheilung beitragen und somit die Lebensqualitit
des Tieres verbessern und das Uberleben sichern. Damit zeigt sich, dass auch in der
Veterindrmedizin ein erhohtes Interesse an modernen Methoden der Knochenregeneration besteht.
Durch das tissue engineering mit vitalen ADSC in Trigermaterialien werden somit auch der

Veterinarmedizin neue Moglichkeiten zur Behandlung von Knochendefekten erdftnet.
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6. Zusammenfassung

Durch die Kombination biokompatibler Tragerstoffe (Kollagen und Fibrin) mit undifferenzierten
humanen fettabgeleiteten Stammzellen (adipose derived stem cells, ADSC), soll ein vitales
Knochenersatzmaterial entwickelt werden, um die osteogene Potenz der ADSC in vitro zu
evaluieren. Weiterhin soll eine mogliche Alternative zum limitierten autologen Knochentransplantat
als ,,Goldstandard* im Knochenremodelling beim kleinen Haussdugetier bzw. bei Kindern gefunden
werden. ADSC stellen eine gut zugédngliche Alternative zu den bekannten und weit verbreiteten
Knochenmarkstammzellen (bone marrow stem cells, BMSC) dar. ADSC zeichnen sich in vitro
durch eine exzellente Proliferationsfahigkeit und eine mit BMSC vergleichbare
Differenzierungsfahigkeit aus. In vivo Studien zum Einsatz dieser Zellquelle in Kombination mit
Fibrinkleber oder Kollagentragermaterial in einem xenogenen Transplatatmodell im critical size
Defektmodell am Unterkiefer der immuninkompetenten Ratte (Crl:NIH-Foxn1™") existieren bisher
nicht.

Durch den Nachweis einer stammzellspezifischen Oberflichenmarkerexpression der isolierten
Zellen kann in dieser Studie eine erfolgreiche Isolierung humaner ADSC in vitro bewiesen werden.
Am Unterkiefer der Ratte ist ein Smm (Durchmesser) groBer Defekt als Defekt kritischer Grofie
(critical size defect) definiert. Zur Defektfiillung werden ADSC in Kombination mit Fibrinkleber
oder einem scaffold (Trigermaterial) aus Kollagen verwendet und mit einer Methode des protected
bone healing (pbh), autologem Knochentransplantat und den Kontrollen ohne Therapie und scaffold
ohne Zellen verglichen. Zur Beurteilung des zeitlichen Ablaufs der Knochenneubildung wurde am
Tag der Operation und 1,2,4 und 8 Wochen nach dem chirurgischen Eingriff radiologische
Untersuchungen in vivo mit einem hochauflésenden flat-panel Volumen Computertomographen
(fpvCT) durchgefiihrt und mit Hilfe von frei zuginglicher Software MicroView 2.1.2 (GE Health
Care, New York, USA) und OsiriX Imaging Software 3.8.1 64 bit (Pixmeo SARL, Bernex,
Schweiz) quantitativ ausgewertet. In Versuchsgruppe 1 zeigte die Methode des pbh zum Ende der
Studie nach 8 Wochen Heilungsverlauf keine signifikant grofere Knochenregeneration im
Defektbereich im Vergleich zu Kontrolle ohne Therapie (Knochenvolumen p= 0,389; ossifizierte
Defektfliche p= 0,502). Die Kombination von humanen ADSC mit Fibrinkleber und pbh zeigte in
Versuchsgruppe 2 eine signifikant groBere Knochenneubildung im Vergleich zur Kontrolle mit
ausschlieBlich pbh (Knochenvolumen p= 0,015; ossifizierte Defektfliche p= 0,019). Auch die

autologe Transplantatgruppe in Versuchsgruppe 3 zeigte eine signifikant groBere
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Knochenregeneration im Vergleich mit der Kontrolle ohne Therapie (Knochenvolumen p= 0,0003;
ossifizierte Defektfliche p= 0,0001). In der Versuchsgruppe 4 mit Kollagenscaffold und ADSC
zeigt sich keine signifikant groere Knochenvolumenzunahme (p= 0,133) jedoch eine signifikant
groBBere ossifizierte Defektfliche (p= 0,006) im Vergleich zur Therapieseite mit ausschlieflich
Kollagenscaffold. In der Versuchsgruppe 5 mit ADSC in Kombination mit Fibrinkleber und pbh
zeigte sich keine signifikant groBere Knochenregeneration im Vergleich zur Therapieseite mit
ADSC in Kombination mit Kollagenscaffold und pbh (Knochenvolumen p= 0,724; ossifizierte
Defektflache p= 0,419).

Nach 8-wdchiger Standzeit wurden die Tiere euthanasiert, der Unterkieferknochen explantiert und
histologisch analysiert.

Die Beurteilung der mit H@matoxylin-Eosin, nach Goldner und Masson-Trichrom gefirbten
Schnitte erfolgte qualitativ. Auf der Kontrollseite ohne Therapie ist das umliegende Muskelgewebe
in den Defekt vorgefallen und hat somit eine Knochenheilung in diesem Bereich erschwert. Auf der
Therapieseite mit pbh sind diese vor dem umgebenden Weichteilgewebe geschiitzt. Es war in
keinem der histologischen Schnitte eine komplette kndcherne Durchbauung des critical size defect
zu erkennen. Die Therapieseiten mit ADSC in Kombination mit Fibrinkleber und pbh zeigten eine
qualitativ gute Knochenregeneration im gesamten Defektbereich. In Versuchsgruppe 3 fiillen die
autologen Knochentransplantate den Defektbereich aus. Es handelt sich um vitale reife
Knochenfragmente. In Versuchsgruppegruppe 4 mit scaffold in Kombination mit ADSC oder ohne
ADSC findet keine Knochenneubildung statt. Muskelgewebe ist in den Defektbereich vorgefallen
und fiillt diesen aus. In Versuchsgruppe 5 zeigt die Therapieseite mit ADSC in Kombination mit
Kollagenscaffold und pbh eine qualitativ gute Knochenregeneration im gesamten Defektbereich.
Die vorliegende Studie zeigt, dass sich ADSC in Kombination mit Fibrinkleber und protected bone

healing fiir den Einsatz im bone tissue engineering eignen.
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7. Summary

Using a combination of a biocompatible scaffold (collagen and fibrin) and undifferentiated human
adipose-derived stem cells (ADSC), this study attempt to develop a vital bone substitute to evaluate
the osteogenic potency of ADSC in vitro. Furthermore, a possible alternative to limited autologous
bone graft as the gold standard in bone remodeling in small animals and children is sought. ADSC
represent an easily accessible alternative to bone marrow-derived stem cells (BMSC). ADSC are
characterized by excellent proliferation with a differentiation capacity comparable to BMSC. There
have been no previous in vivo studies to evaluate the use of this cell source in combination with
fibrin glue or collagen scaffold in a xenogenic transplantation model in a critical-size defect of the
immunoincompetent rat mandible (Crl: NIH-Foxn1™).

Stem cell-specific surface marker expression of the isolated cell population is determined in this
study. A defect 5-mm in diameter in the rat mandible is defined as a critical-size defect. To bridge
the defect, ADSC are used in combination with fibrin glue or a collagen scaffold and the protected
bone healing (pbh) method, and the results were compared with autologous bone graft, controls
without therapy, and scaffold without cells. To document the in vivo healing process, high-
resolution flat-panel volume computed tomography (fpvCT) is performed on the day of surgery and
1, 2, 4, and 8 weeks thereafter; quantitative analysis is performed using the open source software
programs MicroView 2.1.2 (GE Healthcare, New York, NY, USA) and OsiriX Imaging software
3.8.1 64-bit (Pixmeo SARL, Bernex, Switzerland). In treatment group 1 at the endpoint of the study
(8 weeks post-surgery), there is no significant difference in bone regeneration on the pbh side
compare to the control side (p = 0.389 bone volume, p = 0.502 ossified defect area). However, the
combination of human ADSC with fibrin glue and pbh (treatment group 2) show significantly
increase bone formation compare with pbh alone (bone volume p = 0.015; ossified defect area p =
0.019). In treatment group 3, the autologous bone graft side show significantly increase bone
regeneration compare to the control side (bone volume p = 0.0003; ossified defect area p = 0.0001).
There is no significant difference in bone volume in treatment group 4 between the collagen
scaffold sides with and without ADSC, but significantly more ossified defect area (p = 0.006). In
treatment group 5, the ADSC in combination with fibrin glue and pbh side show significantly
increase bone regeneration compare to the ADSC in combination with collagen scaffold and pbh

side (bone volume p = 0.724, ossified defect area p = 0.419).
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7. Summary

The animals are sacrificed 8 weeks after surgery, and the specimens are explanted for histological
analysis. Sections stain with hematoxylin-eosin, Goldner, and Masson’s Trichrome are subjected to
qualitative evaluation. In the control side of all evaluate specimens, the surrounding muscle tissue
prolapse into the defect. On the treatment with pbh side, the defect is protected from the
surrounding muscle tissue. Complete ossification of the defect area is not observed in any of the
specimens. The treatment side with ADSC in combination with fibrin glue and pbh show complete
ossification in the whole defect area. The autologous bone graft fills the defect with vital bone
fragments. No bone regeneration is detected in treatment group 4 with only collagen scaffold or in
combination with ADSC. Here, muscle tissue prolapse into the defect area. In treatment group 5,
the specimens with ADSC in combination with collagen scaffold and pbh show complete
ossification of the defect area with thick, newly formed bone.

The results of this study indicate that treatment with ADSC in combination with fibrin glue and pbh

is suitable for bone tissue engineering.
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Medium Zeit (h) Temperatur (°C)
Ethanol 50% 0,5 37

Ethanol 70% 1 37

Ethanol 80% 1 37

Ethanol 90% 0,75 37

2-Propanol 100% 1 37

2-Propanol 100% 1 37

Xylol 1,5 40

Xylol 1,5 40

Xylol 1 40

Paraffin 1 60

Paraffin 1 60

Paraffin 1 60

Paraffin 1,5 60

Tabelle 5 Entwiésserungs- und Einbettprotokoll: Entwisserung der histologischen

Prédparate mit einer in der Konzentration aufsteigenden Ethanolreihe. Es folgt eine Inkubation

in einem Intermedidrmedium (Xylol).

Das

gesamte Protokoll wurde in einem

Gewebeentwisserungs- und Einbettautomaten Tissue Tek VIP 5 Jr. (Sakura Finetek Germany

GmbH, Staufen, Deutschland) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proben mit Hilfe einer

ParaffinausgieBkonsole Tissue-Tek TEC 5 (Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen,

Deutschland) in heiles Paraffin eingebracht.
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Nr. |Medium Zeit Nr. |Medium Zeit
(Minuten) (Minuten)

1 | Xylol 2 12 | Wisserung 5

2 | Xylol 2 13 |HCL-Alkohol 1 Sekunden
3 | 2-Propanol 2 14 | Eosin 1,5

4 |2-Propanol 2 15 | Ethanol 96% 1

5 | Ethanol 96% 2 16 |Ethanol 96% 0,5

6 | Ethanol 96% 1 17 | Ethanol 96% 0,5

7 | Ethanol 70% 0,5 18 |2-Propanol 0,5

8 |Losung nach Kardasewitsch |4 19 |2-Propanol 0,5

9 | Spiilung mit Leitungswasser |4 20 | Xylol 0,5

10 |Spiilung mit Leitungswasser |2 21 |Xylol 0,5

11 |Héamatoxylin 4 22 | Xylol 0,5
Tabelle 6 Héamatoxylin-Eosin Férbeprotokoll: die Farbung der histologischen Proben

wurde unter einem standardisierten Protokoll mit einem Fiarbeautomaten VARISTAIN 24-3

(Shandon GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) durchgefiihrt. Zu sehen sind Farbeschritt,

Medium und Einwirkzeit des Mediums auf die histologische Probe.
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Nr. |Medium Zeit Nr. |Medium Zeit

1 |Xylol 2 Stunden |10 |Spiilung unter 10 Minuten
Leitungswasser

2 | Xylol 2 Stunden |11 |Féarben mit Sdurefuchsin- | 10 Minuten
Ponceau

3 | 2-Propanol 2 Stunden |12 |Spiilen mit 1% 30
Essigsdure Sekunden

4 |2-Propanol 2 Stunden |13 |Phosphorwolframsédure- |Bis zu 30
Orange-G-Losung bis das | Minuten
Bindegewebe weitgehend
entfarbt ist

5 | Ethanol 96% 2 Stunden |14 |Spiilen mit 1% 30
Essigsdure Sekunden

6 | Ethanol 96% 1 Stunde 15 | Gegenfarbung mit 5 Minuten
Lichtgriin

7 | Ethanol 70% 30 Minuten |16 [Spiilen mit 1% 5 Minuten
Essigsdure

8 | Spiilung unter 30 17 |aufsteigende Jeweils 30
Leitungswasser Sekunden Ethanolreihe (96%, 96%, | Sekunden

100%)

9 |Kernfiarbung mit 1-2 Minuten | 18 | Xylol 30
Weigertschem Sekunden
Eisenhdmatoxylin

Tabelle 7 Féarbeprotokoll  nach  Goldner  (Modifikation  der = Massonschen

Trichromfarbung): die Farbung der histologischen Proben wurde unter einem standardisierten
Protokoll mit einem Férbeautomaten VARISTAIN 24-3 (Shandon GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland) durchgefiihrt. Zu sehen sind Férbeschritt, Medium und Einwirkzeit des

Mediums auf die histologische Probe.
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Nr. |Medium Zeit Nr. | Medium Zeit
1 |Xylol 2 Stunden 11 |Hamalaun 5 Minuten
2 | Xylol 2 Stunden 12 | Spiilen mit Leitungswasser | 10 Minuten
3 |2-Propanol 2 Stunden 13 | Séurefuchsinlésung 5 Minuten
4 |2-Propanol 2 Stunden 14 | Spiilen mit Leitungswasser |30 Sekunden
5 | Ethanol 96% 2 Stunden 15 |Phosphormolybdéinsdure |5 Minuten
6 |Ethanol 96% 1 Stunde 16 |Methylblau Losung 2-5 Minuten
7 | Ethanol 70% 30 Minuten 17 |Spiilung mit 30 Sekunden
Leitungswasser
8 | Spiilung unter 30 Sekunden |18 |aufsteigende Ethanolreihe |[Jeweils 30
Leitungswasser (96%, 96%, 100%) Sekunden
9 [Celestinblaulosung |5 Minuten 19 | Xylol 30 Sekunden
10 |Spiilung unter 30 Sekunden
Leitungswasser
Tabelle 8 Masson-Trichrom Férbeprotokoll: die Farbung der histologischen Proben

wurde unter einem standardisierten Protokoll mit einem Fiarbeautomaten VARISTAIN 24-3

(Shandon GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) durchgefiihrt. Zu sehen sind Farbeschritt,

Medium und Einwirkzeit des Mediums auf die histologische Probe.

145



Anhang

A. Reagenzien

Name Abkiirzung | Information Katalognummer |Firma/Ort
Alexa Fluor(R) 488 Klon: 43A3, No. BLD-323209 |BioLegend
anti-human CD105, Markierung: Alexa Europe BV,
Klon 43A3, Mouse Fluor(R) 488, Art: 1422 DS
IgG1, kappa MAK, Spezies- Uithoorn,
Spezifitat: Hu, Niederlande,

Host: Ms, Isotyp:

bezogen liber

IgGl, kappa, 25 Biozol
tests Diagnostica
Vertrieb
GmbH, 85386
Eching,
Deutschland
PE anti-human Klon: 9F10, No. BLD-304303 |BioLegend
CD49d, Klon 9F10, Markierung: PE, Europe BV,
Mouse IgG1, kappa Art: MAK, 1422 DS
Spezies-Spezifitit: Uithoorn,
Hu, Niederlande,

Kreuzreaktivitit:
Chimp, Baboon,
Cynomolgus,
Rhesus, Horse,
Bov, Sh, Dog, Fel;
Host: Ms, Isotyp:
IgG1, kappa, 25

tests

bezogen liber
Biozol
Diagnostica
Vertrieb
GmbH, 85386
Eching,
Deutschland
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PE anti-human Klon: 3A6, No. BLD-343903 |BioLegend
CD166, Klon 3A6, Markierung: PE, Europe BV,
Mouse IgG1, kappa Art: MAK, 1422 DS
Spezies-Spezifitit: Uithoorn,
Hu, Host: Ms, Niederlande,
Isotyp: IgGl, bezogen liber
kappa, 25 tests Biozol
Diagnostica
Vertrieb
GmbH, 85386
Eching,
Deutschland
APC/Cy7 anti- Klon: WM15, No. BLD-301710 |BioLegend
human CD13, Klon Markierung: Europe BV,
WMI5, Mouse APC/Cy7, Art: 1422 DS
IgG1, kappa MAK, Spezies- Uithoorn,
Spezifitit: Hu Niederlande,

Kreuzreaktivitit:
Chimp, Host: Ms,
Isotyp: IgGl,
kappa, 100 tests

bezogen liber
Biozol
Diagnostica
Vertrieb
GmbH, 85386
Eching,
Deutschland
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Alexa Fluor(R) 647

anti-human STRO-1,

Klon STRO-1,
Mouse IgM, lambda

Klon: STRO-1,
Markierung: Alexa
Fluor(R) 647, Art:
MAK, Spezies-
Spezifitat: Hu,
Host: Ms, Isotyp:

No. BLD-340103

BioLegend
Europe BV,
1422 DS
Uithoorn,
Niederlande,

bezogen liber

IgM, lambda, 25 Biozol
tests Diagnostica
Vertrieb
GmbH, 85386
Eching,
Deutschland
Anti-Mitochondria, Species No. MABI1273 Millipore
surface of intact Reactivity: GmbH, 65824
mitochondria, clone Human, not rat or Schwalbach/T
113-1 mouse, Isotype: s Deutschland
IgG1, Host:
Mouse
Anti-Nuclei, clone Species No. MAB1281 Millipore
235-1 Reactivity: Human GmbH, 65824
Only, Isotype: Schwalbach/T
IgG1, Control: All s Deutschland
human cell types,
Host: Mouse
Dulbecco’s PBS (1x) | PBS Volume 500 ml, |No. H15-002 PAA
w/o Ca & Mg ohne Ca und Mg Laboratories
GmbH, 35091
Colbe,
Deutschland
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Dimethylsulfoxid DMSO ACS spectro- No. 154938 Sigma-
photometric grade Aldrich,
>99.9%, Volume 82024
100 ml Taufkirchen,
Deutschland
Fetal Bovine Serum |FBS sterile-filtered, No. F-7524 Sigma-
non-USA origin, Aldrich,
cell culture tested, 82024
Volume 500 ml Taufkirchen,
Deutschland
Ham's F-10 with L- Volume 500 ml No. E15-815 PAA
Glutamine Laboratories
GmbH, 35091
Colbe,
Deutschland
L-Glutamine 200 mM No. M11-004 PAA
Concentrate, Laboratories
Volume 100 ml GmbH, 35091
Colbe,
Deutschland
Liberase TL low Thermolysin | No. 05401020001 |Roche
Research Grade concentration, Diagnostics
Volume: 2x 5 mg GmbH, 68305
Mannheim,
Deutschland
2-Mercaptoethanol liquid, cell culture |No. M-7522 Sigma —
tested, Volume Aldrich,
100 ml 82024
Taufkirchen,
Deutschland
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MEM-Aminosduren Volume 100 ml No. K0363 Biochrom
(50x) ohne L- AG, 12247
Glutamin Berlin,
Deutschland
Penicillin/Strepto- 100x Concentrate, |No. P11-010 PAA
mycin Volume 100 ml Laboratories
GmbH, 35091
Colbe,
Deutschland
Trypsin, 0.05% (1X) Volume 500 ml No. 25300-062 Invitrogen
with EDTA 4Na, GmbH, 64293
liquid Darmstadt,
Deutschland
Ringer- Volume 500 ml B. Braun
Infusionslésung Melsungen
AG, 34212
Melsungen,
Deutschland
Stain Buffer Volume 500 ml No. 554656 Becton
Dickinson
GmbH, 69126
Heidelberg,
Deutschland
BD CompBeads Volume 6 ml No. 552843 Becton
Anti-Mouse Ig, Dickinson
kappa, BD GmbH, 69126
CompBeads Heidelberg,
Compensation Deutschland

Particles Anti-Mouse
Ig, kappa/Negative
Control(BSA) Set
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Hexamethyl-

disilazane

HMDS

Volume 326 ml

No. 00692

Polysciences
Europe
GmbH, 69214
Eppelheim,
Deutschland

B. Losungen

B-Mercaptoethanollésung: 50 ml Dulbecco’s PBS ohne Ca & Mg und 35 pl 2-

Mercaptoethanol

EDTA-Losung 20% Firma Menge

Na-EDTA Merck KGaA, 64293 200g
Darmstadt, Deutschland

destilliertes Wasser 800

NaOH (40 %)

bis pH sich bei 7,4 einstellt
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C. Medien zur Kultivierung von Zellen

Expansionsmedium Firma Menge

Ham's F-10 with L-Glutamine PAA Laboratories GmbH, 35091 Célbe, 500 ml
Deutschland

B-Mercaptoethanollosung S ml

Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, 35091 Colbe, 2,5 ml
Deutschland

MEM-Aminoséduren (50x) ohne |Biochrom AG, 12247 Berlin, Deutschland 5ml

L-Glutamin

Hitzeinaktiviertes Fetal Bovine |Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen, 57,5 ml

Serum (FCS) Deutschland

L-Glutamine PAA Laboratories GmbH, 35091 Coélbe, 2,5 ml
Deutschland

Einfriermedium Firma Menge

Expansionsmedium 36 ml

Hitzeinaktiviertes Fetal Bovine |Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen, 10 ml

Serum (FCS) Deutschland

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen, 4 ml

Deutschland
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D. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Name Information Katalognummer Firma/Ort
Thermo Scientific Thermo Fisher
Heraeus BBD6220 Scientific Germany
CO;,-Inkubator Ltd. & Co. KG,
53113 Bonn,
Deutschland
Cell dissociation Components Kit No. CD1-1KT Sigma-Aldrich,
sieve-Tissue Grinder |contains one 85 mL 82024 Taufkirchen,
Kit cup, 5 each of 40, 50 Deutschland
and 60 mesh screens,
5 screen replacement
keys and 2 glass
pestles
CELLSTAR® Filter |Flache Form, 175 cm? |No. 660175 Greiner Bio-One
Top Zellkultur GmbH, 72636
Flaschen Frickenhausen und
42719 Solingen,
Deutschland
BD Falcon™ Conical |50 ml high-clarity No. 352098 Becton Dickinson
Tubes 50 ml polypropylene conical GmbH, 69126
centrifuge tube, 9400 Heidelberg,
RCEF rating Deutschland
Haemacytometer- Fiir Zéhlkammern. No. L190.1 Carl Roth GmbH und
Deckgléser CE-zertifiziert, Co. KG, 76185
optisch planparallel Karlsruhe,
geschliffen, Stérke Deutschland

0,4 mm.
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'Mr. Frosty", 1,2 /2

ml Einfriergerét

No. 9400945

Fisher Scientific
GmbH, 58239
Schwerte,
Deutschland

Leica DM IL LED

Inverses
Labormikroskop mit
LED-Beleuchtung

No. 090-131-001

Leica Mikrosysteme
Vertriecb GmbH,
35578 Wetzlar,
Deutschland

Pipetus®
Pipettierhilfe

No. 9903000

Hirschmann
Laborgerite GmbH
& Co. KG, 74246
Eberstadt,
Deutschland

Messpipette, B

5,10 ml

No. 1000153, No.
1000160

Hirschmann
Laborgerite GmbH
& Co. KG, 74246
Eberstadt,
Deutschland

Messpipette

2 ml

No. 1471111351

Kalensee Herbert
Laborgrofhandlung
und Glasbléserei,
35392 Giel3en,
Deutschland

Messpipette

25 ml

No. 27179

Brand GmbH + Co
KG, 35392 Giel3en,
Deutschland

serologische Pipette

2,5,10,25ml

No. 710180, 606180,
607180, 760180

Greiner Bio-One
GmbH, 72636
Frickenhausen und
42719 Solingen,
Deutschland
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Pipette Reference® 10 - 100 pulund 0,5- [No. 4910 000.042, Eppendorf AG,
(Variabel) 10 pl No. 4910 000.018 22339 Hamburg,
Deutschland
epT.LP.S. 0,5 -20 pl, 2-200 ul  [No. 0030 000.854, Eppendorf AG,
Pipettenspitzen No. 0030 000.870 22339 Hamburg,
Deutschland
Safe-Lock 0,5 ml, 500 Stiick No. 0030 121.023 Eppendorf AG,
Reaktionsgefile 22339 Hamburg,
Deutschland
Wasserbad Model: E5 ET 231220 Dinkelberg analytics
GmbH,86456
Gablingen,
Deutschland
Zahlkammer Zur Leukozyten-, No. T729.1 Carl Roth GmbH und
Neubauer improved | Thrombozyten- und Co. KG, 76185
Erythrozytenzdhlung. Karlsruhe,
Deutschland
Heraeus Labofuge No. 75008162 Thermo Fisher
400R Benchtop Scientific Germany
Centrifuge Ltd. & Co. KG,
53113 Bonn,
Deutschland
HERAsafe Klasse 11 Thermo Fisher
Mikrobiologische Scientific Germany
Sicherheitswerkbank Ltd. & Co. KG,
53113 Bonn,
Deutschland
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Cryo.s™ 1 ml No. F071005 Greiner Bio-One

Einfrierréhrchen GmbH, 72636
Frickenhausen und
42719 Solingen,
Deutschland

Zellkulturschalen 35x 10 mm, 8,7 cm?®> |No. 627 160 Greiner Bio-One

Wachstumsflache

GmbH, 72636
Frickenhausen und
42719 Solingen,
Deutschland
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