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1 Einfiihrung

1 Einfuhrung

Der menschliche Knochen besitzt, als Folge einer Verletzung oder eines
chirurgischen Eingriffs, eine gro3e Fahigkeit zur Reparatur und Regeneration.
Die Knochenheilung beinhaltet ein komplexes Zusammenspiel von Zellen,
Wachstumsfaktoren, Zytokinen sowie der extrazellularen Matrix (Hoerth et al.
2014). Nichtsdestotrotz fuhrt ein Knochenbruch zu einer dramatischen
Veranderung der mechanischen Belastbarkeit an der Verletzungsstelle. Der
Abstand zwischen den beiden Frakturenden bildet einen entscheidenden Faktor
in der Knochenheilung. Hier wird zwischen der primaren, der osteonalen
Knochenheilung und der sekundaren, der kallusformierenden Knochenheilung
unterschieden. Umso grolRer der Frakturspalt ist, desto groRer wird die
Instabilitat, die Heilungsverzdgerung und damit auch die Gefahr einer
Pseudoarthrose (Hoerth et al., 2014; Marsell et Einhorn, 2011).

Grolde diaphysale Defekte werden meistens durch Traumata, Infektionen oder
Tumore bedingt. Sie werden als critical size defects (CSD) bezeichnet, wenn
eine chirurgische Intervention zur Heilung notwendig ist (Rosset et al., 2014).
Langstreckige Knochendefekte stellen immer noch eine sehr grol3e
Herausforderung in der rekonstruktiven Chirurgie dar. Deswegen ist die
Untersuchung und Weiterentwicklung von implantierbaren biomedizinischen

Materialien bei der Behandlung von CSD eine wichtige Aufgabe.

Im Augenblick ist die haufigste Behandlungsmethode grofer diaphysaler
Defekte die Autologe Spongiosaplastik (ASP) und wird als Goldstandart der
Therapie bezeichnet. Jedoch stehen die autologen Knochenmaterialien nur
begrenzt zur Verfligung und verursachen viele Entnahmemorbiditaten. Darlber
hinaus gibt es allogene, xenogene und synthetische Knochentransplantate.
Dennoch ist noch keine der Therapiemdglichkeiten so ausgereift, dass die ASP
dadurch ersetzt werden konnte. Die allogenen und xenogenen Materialien sind
von der Menge unbegrenzt, besitzen aber eine niedrigere Biokompatibilitat,

héhere Infektionsgefahr und schlechtere Ergebnisse in der Langzeitwirkung
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(Wang etal., 2014).

Ein weiterer Nachteil gegenuber der ASP besteht darin, dass die synthetischen
Knochenersatzmaterialien keine osteoinduktiven und osteogenen
Eingenschaften besitzen. Eine Moglichkeit diese Qualitadten zu erhalten ist, sie
mit Zellsuspensionen, wie z.B. bone marrow mononuclear cells (BMC), zu
kombinieren und somit zu versuchen ein ausgereiftes Therapiekonzept zu

entwickeln.

Zugleich beschreibt Masquelet et al. (2000) eine neue Technik, ein zweistufiges
Verfahren zur Rekonstruktion von Knochendefekten. Es wird eine biologisch
aktive Membran induziert, welche verschiedene Wachstumsfaktoren (wie z.B.
VEGF, TGF betal, BMP-2) sezerniert, die osteoinduktiv wirksam sind. Mit
diesem operativen Verfahren wurden bereits gute klinische Ergebnisse bei

Knochendefekten nach Tumorresektionen und Traumata erzielt.

Das Ziel dieser Studie ist es einen anorganischen Knochenersatzstoff von
Heraeus Herafill unter Verwendung der induzierten Membrantechnik nach
Masquelet am Rattenfemur zu testen. Die Forschung erfolgt dabei unter der
Hypothese, dass die Korngrofle des Knochenersatzmaterials Herafill in
Kombination mit BMC-Besiedelung Einfluss auf die Heilung eines kritischen
Knochendefekts hat.
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1.1 Introduction / English version

Human bone has a great ability to repair and regenerate following injuries or
surgeries. Bone healing involves a complex interaction of cells, growth factors,
cytokines and the extracellular matrix (Hoerth et al., 2014). Nonetheless, bone
fracture dramatically changes the mechanical stability of the bone. The distance
between the two fracture ends plays a crucial role in bone healing. Here a
distinction is made between the primary, the osteonal bone healing and the
secondary, the callus-forming bone healing. The larger the fracture gap, the
greater is the instability, the healing delay and thus the danger of a
pseudarthrosis (Hoerth et al., 2014, Marsell et Einhorn, 2011).

Large diaphyseal defects are usually caused by trauma, infection or tumor.
They are referred to as a critical size defect (CSD) when surgical intervention is
needed to induce the healing process (Rosset et al., 2014). Long bone defects
still represent a major challenge in reconstructive surgery. Therefore research
and development of implantable biomedical materials is an important task in the
treatment of CSD.

Currently the most common treatment for large diaphyseal defects is
Autologous Spongiosaplasty (ASP) and it is the gold standard of therapy.
However, the autologous bone materials are limited and cause many
comorbidities. In addition there are allogeneic, xenogeneic and synthetic bone
grafts. Nevertheless, none of the treatment options is so advanced that the ASP
could be replaced. The allogeneic and xenogenic materials are unlimited in
quantity, but have lower biocompatibility, higher risk of infection, and worse

long-term efficacy results (Wang et al., 2014).

Another disadvantage over the ASP is that the synthetic bone replacement
materials have no osteoinductive and osteogenic properties. One way to obtain
all the required qualities is to combine them with cell suspensions, such as bone
marrow mononuclear cells (BMC) and thus try to develop a mature therapy

concept.

Moreover Masquelet et al. (2000) describes a new technique, a two-step
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procedure for the reconstruction of large bone defects. Through this technique a
biologically active membrane is induced and secretes various growth factors
(such as VEGF, TGF beta1, BMP-2), which have osteoinductive effects. This
surgical procedure has already produced good clinical results in bone defects

after tumor resection and trauma.

The aim of this study is to test an anorganic bone substitute from Heraeus
Herafill using the induced Masquelet membrane technique on rat femur. The
research is based on the hypothesis that the granules size of the bone
substitute material Herafill in combination with BMC colonization has an

influence on the healing of a critical bone defect.
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1.2 Knochenheilung

Die Knochenheilung ist ein sehr komplexer, physiologischer Vorgang, welcher
die rdumliche und zeitliche Koordination von mehreren Zelltypen, Proteinen,
Wachstums- und Transkriptionsfaktoren sowie von hunderten Genen benétigt,
um eine Regeneration zu erhalten (Giannoudis et al., 2007). In der Natur
unterliegt in aller Regel die Knochenbruchformation einer sekundaren
Gewebeneubildung, einer  Kallusreaktion zur  Uberbriickung des
Knochendefektes. Allerdings kann oftmals unter Verwendung von
Osteosynthesematerialien ein direkter Kontakt der Fragmente hergestellt

werden, was eine direkte, primare Knochenheilung ermdglicht.

1.2.1 Sekundédre Knochenheilung

Die sekundare, indirekte Knochenheilung ist die am haufigsten vorkommende
Form der Knochenheilung und bendtigt bei fehlender Dislokation keine
anatomische Rekonstruktion. Sie erlaubt eine minimale Spaltbewegung.
Therapeutisch reicht oft eine konservative Behandlung aus. Hierbei kommt es
zur Kallusbildung und zu keiner direkten osteonalen Uberbriickung. Deswegen
wird sie auch nicht-osteonale Knochenheilung genannt (Marsell and Einhorn,
2011). Abhangig von der Frakturformation kénnen hierbei auch ausgepragte

Trimmerfrakturen tUberbrickt werden.

1.2.1.1 Hamatom, Immunreaktion, Granulationsgewebe
Kurz nach der Fraktur kommt es zur Einblutung in die Frakturstelle und zu einer

initialen EntzUndungsreaktion. Hierbei werden Blut- und Knochenmarkzellen
(u.a. mesenchymale Stammzellen, Makrophagen, Monozyten, Mastzellen) in
den Frakturspalt gespult. Daraufhin kommt es zu einer Koagulation und
anschlielend zur Phagozytose des Frakturhamatoms durch die Zellen des
angeborenen Immunsystems (Makrophagen, neutrophile Granulozyten usw.).
Daraus entsteht die Grundlage fur den spateren Kallus (Gerstenfeld LC et al.,
2003). Das adaptive Immunsystem tritt durch die T- und B-Zellen zwischen den

Frakturenden in Erscheinung. Die zellvermittelte Immunantwort bietet einen
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erganzenden Schutz gegen verschiedene Krankheitserreger. Somit kann bei
Erregerkontakt eine schnelle spezifische Immunantwort ermoglicht werden
(Pape et al., 2010). Die Entzindungsreaktion hat ihren Peak nach 24 Stunden
und ist nach 7 Tagen komplett beendet (Cho et al., 2002). In dieser Zeit entsteht
das Granulationsgewebe und es werden eine Anzahl von Mediatoren von
hinzutretenden Makrophagen und weiteren Entzindungszellen freigesetzt,
welche sowohl die Angiogenese, als auch die Rekrutierung von weiteren Zellen

stimulieren.

Diese Molekile sind unter anderem: Tumor Nekrose Faktor-Alpha (TNF-a),
Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-11 und IL-18 (Gerstenfeld et al., 2003). Die
bedeutsamsten Interleukine fur die Knochenheilung sind IL-1 und IL-6. IL-1 wird
in derselben Menge wie TNF-a freigesetzt und ist flr die Sekretion von IL-6 aus
Osteoblasten verantwortlich. Des Weiteren stimuliert 1I-6 insbesondere die
Sekretion von vascular endothelial growth factor (VEGF). Diese Faktoren
unterstitzen nicht nur die Angiogenese, sondern auch die Stimulierung der
Zellrekrutierung und der Differenzierung zu Osteoblasten, Osteoklasten und
Chondrozyten. Somit wird die Entstehung des ersten knorpeligen Kallus in
Gang gesetzt (Mountziaris and Mikos, 2008; Einhorn and Gerstenfeld, 2015;
Wang et al., 2013).

Damit der Knochen gut regenerieren kann, ist es erforderlich, dass
mesenchymale Stammzellen (MSC) in den Frakturspalt rekrutiert werden und
sich anschlieBend zu osteogenen Zellen differenzieren. Es wird angenommen,
dass MSC aus dem umliegenden Gewebe, dem Periost und dem Knochenmark
stammen (Kitaori et al.,, 2009). Jedoch unterstitzen nicht alle Faktoren eine
Einwanderung der MSC. So wurde beobachtet, dass bone-morphogenetic-
protein-2 (BMP-2) und BMP-7 bei osteoporotischen Patienten die
Einwanderung (der MSC) vermindert (Haasters et al., 2014). Nichtsdestotrotz
ist BMP-2 absolut notwendig fur die Knochenheilung, da unter anderem
konstatiert wurde, dass mesenchymale Vorlauferzellen im Frakturspalt ohne

BMP-2 undifferenziert bleiben und dadurch frihe Schritte in der Frakturheilung
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geblockt werden (Tsuiji et al., 2006). AuBerdem wird die Sekretion vom stromal
cell-derived factor-1 (SDF-1) stimuliert, welcher Uber den G-protein-coupled
receptor CXCR-4, auf der Oberflache der MSC, die Migration der Stammzellen
aus dem Periost in den Frakturspalt férdert und somit ebenfalls die enchondrale
Ossifikation induziert (Kitaori et al., 2009).

1.2.1.2 Weicher Kallus
Im Frakturspalt kommt es nun zur enchondralen Ossifikation und damit Gber die

zunehmenden knorpeligen Anteile zu einer indirekten Knochenbildung, da MSC
zu  Chondroblasten  differenzieren.  Dadurch  verandert sich das
Granulationsgewebe zu einem fibrovaskularen, knorpeligen Gewebe, wahrend
es an dem aul3en liegendem Periost zu einer desmalen, direkten Ossifikation
kommt. Mesenchymale Stammzellen differenzieren dort zu Osteoblasten,
welche das Osteoid, die verkalkte Knochengrundsubstanz, bilden (Little et al.,
2011). Der transforming growth factor-beta 2 (TGF-p2), TGF-B3 und die BMP
leiten diese Phase ein (Gerstenfeld et al., 2003; Cho et al., 2002).

Des Weiteren wird der platelet-derived growth factor (PDGF) von
Thrombozyten, Makrophagen, Osteoblasten und Fibroblasten gebildet und
besitzt ebenfalls einen positiven Effekt auf die Angiogenese und die
Wundheilung. Obendrein stimuliert PDGF die Produktion von Osteoprotegerin
(OPG), welches den Abbau von Knochensubstanz durch Osteoklasten
verhindert (Graham et al., 2009; McCarthy et al., 2009).

So erhalt der Knochen nach 2 Wochen wieder die erste Stabilitdt. Der neu
entstandene Bindegewebs-/Faserknochen wird als Geflechtknochen bezeichnet
(Gerstenfeld et al., 2006; Little et al., 2011).

1.2.1.3 Harter Kallus
In diesem Stadium produzieren die neu entstandenen Osteoblasten und

Chondrozyten hohe Mengen an VEGF, was dazu fuhrt, dass das ansonsten

gefalifreie, knorpelige Gewebe zu einem gefalireichen Gewebe umgewandelt
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wird. Durch die anhaltende Vaskularisierung und Umstrukturierung kommt es
zunehmend zu einer Mineralisierung des Kallus und dadurch zu einer
fortschreitenden Aushartung (Keramaris et al., 2008). OPG, macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF) und receptor for activation of nuclear factor
kappa B (RANK-Ligand) sind an diesem Prozess beteiligt. Des Weiteren
unterstutzt TNF-a die Apoptose der Chondrozyten und eine weitere
Rekrutierung der MSC (Little et al., 2011; Gerstenfeld et al., 2003). Dieser
Prozess ist der embryonalen Knochenentwicklung sehr ahnlich. Die
Knorpelzellen werden in steigender Anzahl abgebaut und die
Interzellularsubstanz vermindert sich. Es entstehen zunehmend Mineraldepots
und durch die GefalRe werden weiterhin MSC eingespult, welche zu
Osteoblasten differenzieren. Somit wird der weiche knorpelige Kallus durch
einen harten, knochigen Kallus ersetzt (Mountziaris and Mikos, 2008; Little et
al., 2011). Dieser Prozess findet in einer Zeit von 6 Wochen bis zu 3 Monaten
nach der Fraktur statt. Zu dieser Zeit darf der Knochen erstmals wieder belastet

werden.

1214 Remodeling
Der harte Kallus gibt dem Knochen eine gute biomechanische Stabilitat. Diese

ist jedoch noch nicht mit einem herkdmmlichen Knochen gleichzusetzen. Daher
ist das Remodeling, eine weitere resorptive Phase infolge erster Belastung
erforderlich (Gerstenfeld et al., 2003). Bei diesem Schritt wird wieder eine hohe
Expression von IL-1, IL-6, IL-11, und TNF-a festgestellt, was darauf schlie3en
lasst, dass diese Molekule diesen Schritt stimulieren (Rundle et al., 2006). Beim
Remodeling wird ein Teil des harten Kallus von den Osteoklasten abgebaut und
gleichzeitig, von aullen beginnend, Lamellenknochen durch Osteoblasten
aufgebaut. Diese beiden Vorgange laufen in einer guten Balance miteinander
ab und dafur ist eine gute Vaskularisierung erforderlich (Marsell and Einhorn,
2011). Bis der Knochen wieder eine normale Struktur mit einem Markraum und

vergleichbare zellulare Signalwege besitzt vergeht mindestens ein Jahr.
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1.2.2 Primére Knochenheilung

Die primare oder direkte Knochenheilung kommt nicht so haufig vor und tritt
auch oft parallel zur sekundaren Knochenheilung in Erscheinung. Die primare
Knochenheilung erfordert immer eine anatomische Rekonstruktion des
Knochens und einen direkten, kortikalen Kontakt. Es ist keine Bewegung
zwischen den Frakturenden erlaubt. Das erfordert eine absolute Stabilitat,
welche oft durch Plattenosteosynthese oder Zugschrauben erreicht wird.
Daraus entsteht die osteonale, nicht kallusformierende Knochenheilung
(Shapiro, 1988). Allerdings ist es in den meisten Fallen nicht moglich, dass die
beiden Knochenenden Uber die gesamte Frakturoberflache Kontakt haben. Es
kommt zwischen den Enden immer zu kleinen Spalten mit der Folge, dass die
primare Knochenheilung histologisch in zwei Bereiche aufgeteilt wird. Hier wird
zwischen der Kontaktheilung (contact healing) und der Spaltheilung (gap
healing) unterschieden (Schenk, 1975).

1.2.2.1 Kontaktheilung
Die Kontaktheilung erfolgt nur, wenn der Frakturspalt nicht gréRer als 0,01 mm

ist. Wichtig ist, dass die Kortex beider Frakturenden Kontakt miteinander haben,
damit eine mechanische Kontinuitat besteht. Es entsteht eine lamellare

Knochenneubildung, die auch internes Remodeling genannt wird.

Osteoklasten, welche in den Osteonen der Knochen liegen, bauen Kanale, bzw.
longitudinale Hohlrdume in die anliegenden Knochen (bis zu 50—-100 um/Tag)
auf und Osteoblasten bilden neue Knochensubstanz (Osteoid). Dies ermoglicht
eine direkte osteonale Uberbriickung und ein neu etabliertes Havers System.
Durch die Kanale des Havers System konnen neue Gefalle einwachsen, was
zum Remodeling in lamellaren Knochen fluhrt (Einhorn, 1998; Shapiro, 1988;
Marsell and Einhorn, 2011).
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1.2.2.2 Spaltheilung

Die Spaltheilung ist ein zweistufiger Prozess. Zuerst kommt es zur Bildung von
ungerichteten, geflechtartigen Knochen im Frakturspalt, welcher nicht groter
als 800 uym sein darf (sonst kommt es zur sekundaren Knochenheilung).
AnschlieBend wird der Knochen umstrukturiert. Er wird in gerichtete,
longitudinale Osteone umgewandelt, durch die eine Revaskularisierung, wie bei
der Kontaktheilung, ermdglicht wird. Es gelangen neue Osteoprogenitorzellen in
den Spalt und kdénnen den gesamten Frakturspalt mit neuem, lamellaren

Knochen ausflllen und organisieren (Hoerth et al., 2014; Shapiro, 1988).

1.2.3 Einfluss des Periosts

Das Periost lasst sich elektronenmikroskopisch in drei Zonen einteilen. Die
erste Zone liegt direkt oberhalb des Knochens und besteht aus Osteoblasten
und Osteoprogenitorzellen. Die zweite Zone ist sehr lichtdurchlassig und enthalt
viele Kapillare. Die dritte Zone ist eine klassische Faserschicht mit vielen
Fibroblasten und Kollagenfibrillen (Squier et al., 1990). Anatomisch wird das
Periost in zwei Schichten eingeteilt. Die innere Schicht wird als das zellreiche
Kambium zusammengefasst und die AuRere ist eine zellarme Faserschicht
(Allen et al., 2004).

Aufgrund seiner zellreichen Potenz dient die Knochenhaut als Zell-Quelle fur
die Knochenregeneration und scheint ein wichtiger Faktor bei der
Knochenheilung von kritischen Defekten zu sein. Durch das gro3e Reservoir an
mesenchymalen Stammzellen und Osteoprogenitorzellen besitzt es eine
wichtige Rolle in der Knochenregeneration und Formation (Arnsdorf et al., 2009;
DeBari et al,. 2008; Yu er al., 2010). Das Periost reagiert bereits sehr frih bei
der Knochenheilung und es kann bereits 24-48 Stunden nach der Fraktur eine
verstarkte Zellproliferation und Verdickung des Periosts festgestellt werden
(Lu et al., 2005). Dieser Prozess wird die Periostaktivierung genannt und darauf

folgend ist ein groRer Teil der MSC aus dem Periost fur die Bildung des
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spateren Kallus und Knorpels mitverantwortlich. Andere Zellen aus dem Endost
und dem Knochenmark verweilen Uberwiegend dort und immigrieren nicht
(Colnot et al., 2009). Des Weiteren sind auch Stammzellen aus den Muskeln
und Fettgewebe und Perizyten aus den Blutgefallen an der Kallusbildung
beteiligt (Colnot et al., 2012). Grcevic et al. (2012) konstantiert, dass viele
Kalluszellen von smooth muscle actin-9 positiven Zellen abstammen und geht
davon aus, dass diese Zellen durch lokale Gefale in das Frakturgebiet gespult
werden. Die zahlreichen Kapillaren, welche in dem Periost liegen, sind

Voraussetzung fur eine schnelle Regeneration.

1.2.4 Einfluss der Makrophagen

Die Makrophagen bilden sich aus den im Knochenmark gebildeten Monozyten,
welche im Blut zirkulieren und in alle Gewebe infiltrieren kdnnen. Dort kdnnen
sie als residente Gewebsmakrophagen verweilen oder sie migrieren als

Makrophagen in entziindliches oder verletztes Gewebe.

Die residenten Gewebsmakrophagen befinden sich auch im Periost, wie auch
im Endost und werden dort als osteomacs bezeichnet. Sie besitzen ein sehr
komplexes und adaptives  Transkriptom und  exprimieren viele
Wachstumsfaktoren, Zytokine, Chemokine, proteolytische Enzyme und viele
Oberflachenrezeptoren (Murray et al., 2011). Das macht es den Makrophagen
moglich, sich schnell an Veranderungen in der Mikroumgebung anzupassen.
Somit treten die Makrophagen oft in unterschiedlichen Phanotypen in

Erscheinung, was die Differenzierung der Subtypen erschwert.

Chang et al., (2008) konnte in einem Mausmodell zeigen, dass die residenten
Gewebsmakrophagen im Knochen fur die physiologische Homdostase der
Knochen, insbesondere flr die Aufrechterhaltung der Osteoblastenfunktion und

fur einen effizienten Mineralisationsprozess erforderlich sind.

Die Makrophagen, welche in entzindliches oder verletztes Gewebe migrieren,
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unterscheiden sich in M1 und M2 (a,b,c) Zellen. Die M1 Zellen sind
proinflammatorische Zellen, welche Fremdkorper und Noxen phagozytieren. Die
M2 Zellen sind an Wundheilungsprozessen, an der Regeneration von Gewebe

und der Angiogenese beteiligt (Mosser er al., 2008).

In Knock-Out Mausen konnte gezeigt werden, dass es durch das Fehlen von
Makrophagen zu einer Osteopenie kommt. Es entsteht eine Hemmung des
Knochenwachstums, sowie eine progessive Osteoporose (Vi et al., 2015; Cho
et al., 2015). Daruber hinaus blieb in einem anderem Mausmodell die
Osteoinduktion bei der Verwendung von Tricalciumphosphat (B-TCP) durch die
Hemmung der Makrophagen komplett aus (Davison et al., 2014). Diese Studien

belegen die Wichtigkeit der Makrophagen bei der Konsolidierung von Knochen.

An der Knochenheilung sind alle Makrophagen-Formen beteiligt und sie
besitzen einen entscheidenden Anteil an dessen Regulierung. Speziell bei
aktiver Knochenneubildung lasst sich ein Anstieg der Makrophagenpopulation

feststellen. (Alexander et al., 2011).

Physiology/homeostasis
Resident Tissue Macrophage

Inflamed tissue

Immune Macrophage
F4/80* Mac-2"

Site-specific
adaptation

F4/80% Mac-2~

IL-4 or IL-13

inflammation ¢?

Activated Resident Tissue Macrophage

F4/80* Mac-2"" :

Abbildung 1: Makrophagen Differenzierungsschema nach Wu et al. (2013)
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1.3 Critical Size Defect

Ein critical size defect (CSD) ist definiert als kleinster Knochendefekt, der im
naturlichen Verlauf des Lebens, ohne Intervention nicht wieder spontan verheilt
(Spicer et al., 2012). Allgemein lasst sich sagen, dass der Defekt als kritisch zu
bezeichnen ist, sobald er die 2 bis 2,5-fache Lange des Durchmessers des
Knochens besitzt. Um solche Defekte zu kurieren ist es erforderlich,
Membranen zu konstruieren oder zu induzieren und diese in Kombination mit
autologen Knochen oder anderen geeigneten Knochenersatzstoffen aufzufullen.
Wichtig zu erwahnen ist, dass sich der CSD nur durch die Grolde des Defekts
definiert. Er ist daher von anderen Modellen zu unterscheiden. Denn es gibt
noch weitere Faktoren, die die Knochenheilung kritisch machen, wie z.B. die
anatomische Lage der Fraktur, das Alter des Patienten, metabolische und
systemische Vorerkrankungen sowie assoziierte Komorbiditaten des Patienten
(Spicer et al., 2012; Fayaz et al., 2011; Cooper et al., 2010).

1.3.1 Therapie von Knochendefekten

Defekte, die kleiner als 6 cm sind und adaquate Unversehrtheit des
umliegenden Gewebes aufweisen, werden mit konventionellen Nageln, Platten
oder mittels Fixateur externe therapiert. Bei Defekten > 6 cm und stark
beschadigtem Weichteilgewebe, wie etwa schwerwiegenden Muskel- und
Nervenlasionen, kann die Amputation diskutiert werden. In Fallen, in denen das
umliegende Weichteilgewebe nicht verletzt ist, ist als Goldstandard der
Therapie die ASP anzuwenden. Oft wird die ASP in Kombination mit einer
Kallusdistraktion (llizarov-Technik) benutzt, wodurch der im Periostschlauch
gebildete Kallus distrahiert wird, so dass sich erneut ein Rohrenknochen bilden
kann (Fayaz et al., 2011).

Nach der Transplantation fullt die ASP zuverlassig die Defektstelle und gibt der
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Fraktur, abhangig von DefektgroRe, ChipgroRe und Qualitat, eine gute
Anfangsstabilitat (Kneser et al., 2006). Gleichwohl erfullt die ASP alle
biologischen Erfordernisse, welche im tissue engineering an ein Transplantat
gestellt werden: die osteogene, osteoinduktive und osteokonduktive
Eigenschaft. Osteogen bedeutet, sie beinhaltet lebende Zellen, welche zu
knochenspezifischen Zellen differenzieren konnen. Osteoinduktiv heil3t, dass
lokal Zellen zur Differenzierung zu Osteoblasten stimuliert werden und somit
positiv die Knochenheilung beeinflusst wird. Oseokonduktive Materialien dienen

als Leitstruktur fir den neu entstehenden Knochen (Lichte et al., 2011).

Alldem ungeachtet ist die Menge von autologen Knochenersatzstoffen sehr
begrenzt und es kommt zu enormen Entnahmemorbiditaten. Die Haufigsten
sind Blutungen, Hamatome, Nervenlasionen, Infektionen und chronische
Schmerzen. Des Weiteren besteht immer die Gefahr der Transplantatresorption

sowie Nekrose.

Entscheidend fur das Ausmald der Entnahmemorbiditat ist die Chirurgische
Technik mit der das Transplantat entnommen wird (was auch Auswirkungen auf
die Einheilung des Transplantats hat) und natirlich die Menge/das Volumen der
zu entnehmenden Spongiosa. Die grofRten Mengen kdnnen aus dem hinteren
Beckenkamm (30 cm?®) und aus dem Tibiakopf (25-70 cm?®) enthommen werden
(Dimitriou et al., 2011; Tjardes et al., 2012; Giannoudis et al., 2011).

Die Weiterentwicklung der Entnahmetechnik durch den ,Reamer aspirator
irrigator® (RIA) hat zu einer Reduzierung der Komorbiditaten und zu einer
erhdohten Menge, bis zu 90 cm?® an verfugbarer Spongiosa gefuhrt. Mit dieser
Technik kann das beim Markraumbohren entstehende Bohrmehl herausgefiltert
werden, welches Uber einen hohen Anteil an osteogenen und osteoinduktiven
Substanzen (MSC, VEGF, BMP-2, PDGF usw.) verfugt. Jedoch sind die
Techniken, vor allem fur groRe Defekte noch nicht ausreichend und vollends

ausgereift (Dimitriou et al., 2011; Tjardes et al., 2012).

Des Weiteren gibt es die Mdglichkeit bei grolieren Defekten die autologen

Knochentransplantate mit anderen Knochenersatzmaterialien zu kombinieren,
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um die Menge des koérpereigenen Knochengewebes fiir die Rekonstruktion zu

vermindern (Kneser et al., 2006).

Nichtsdestoweniger ist die Verfugbarkeit von Transplantaten in Qualitat und

Quantitat eingeschrankt und bietet ein groRes Feld zur Forschung.

1.3.2 Masquelet-Technik

Die Masquelet-Technik beschreibt ein operatives Verfahren zur Rekonstruktion
von Defekten bis zur Lange von 25 cm. Weltweit genief3t das operative
Verfahren steigendes Interesse und wird zunehmend praktiziert, insbesondere
in Frankreich. Es kdénnen somit weitaus grolRere Defektstrecken als bisher
geschlossen werden wund die klinischen Studien sind diesbezlglich
vielversprechend. Alle Studien sind in Bezug auf die Knochenheilung und
GliedmaRenfunktion sehr zufriedenstellend - beim Menschen, sowie im
Tiermodell. Obendrein konnte bei komplizierten Fallen gute Ergebnisse erzielt
werden. Beispielsweise ist der erfolgreiche Behandlungsverlauf nach
Tumorresektion bei einem 12 Jahre alten Madchen mit einem 16cm langen
Defekt, nach multiplen Schusswunden im Mittelfu? oder nach langwierigen
Osteomyelitiden publiziert (Biau et al., 2009; O&apos et al., 2012; Huffman et
al., 2009; Wong et al., 2014).

Die Auswahl der Patienten ist entscheidend fur das Outcome. Komorbiditaten
bei den Patienten sowohl in Anzahl und Schweregrad gehen mit einer erhdhten
Komplikationsrate (z.B. Gefallthrombosen, Pseudoarthrosen usw.) einher.
Allerdings besitzt diese Technik fur die Klinik zwei entscheidende Vorteile: sie ist
kostengunstig und weitestgehend unkompliziert (Giannoudis et al., 2005).

1.3.2.1 Operatives Verfahren
Dieses Verfahren, welches erstmals von Masquelet beschrieben wurde, besteht

aus zwei operativen Eingriffen. Bevor man mit dem ersten Schritt anfangt, muss

man das umliegende Weichteilgewebe begutachten und gegebenenfalls zuerst
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therapieren, z.B. mit einer freien Lappenplastik. Wenn das Weichteilgewebe
intakt ist, kann man mit der ersten Stufe beginnen. Sie besteht aus einem
radikalen Debridement im Defektbereich. Dabei sollte gewissenhaft gereinigt
werden und jedes infizierte, nekrotische oder nicht vaskularisierte Gewebe
entnommen werden. Die in den Defektraum endenden Knochen sollten
unversehrt und gut vaskularisiert sein. Anschliel3end erfolgt die Uberbrickende
Frakturstabilisierung bzw., die kndcherne Defektiberbrickung mittels Fixateur
externe, einer Schraubplatte oder mit Marknageln. Lokalisation und Lange des
Segmentes bestimmen das operative Verfahren (Mauffrey et al., 2015; Gouron
et al., 2013). Daraufhin folgt die Implantation von einem Polymethylmethacrylat
(PMMA) Zementspacer zwischen den Knochenenden. PMMA besteht in der
Regel aus einer Flussigkeit und einem Pulver, welches vermischt zu einer
modellierbaren Masse wird und innerhalb von 10 Minuten durch exotherme
Polymerisation aushartet. Der Zementspacer erfullt als Fremdkorper mehrere
Rollen: Zum einem eine mechanische Rolle, er verhindert die Akkumulation von
fibrindsem Gewebe im Frakturspalt und dient als Platzhalter (Spacer) flr das
Knochentransplantat. Zum anderen erflillt er eine biologische Rolle. Im Rahmen
einer Fremdkorper-Reaktion wird um den Zementspacer herum die Bildung
einer fibrindsen Abkapselungsmembran induziert. Diese Membran ist
hypervaskularisiert, biologisch aktiv, aber weitestgehend impermeabel. Dartber
hinaus kann der Zement als Antibiotikatrager dienen. Das ist besonders bei
Patienten mit einer hohen komorbiden Belastung notig (Giannoudis et al.,
2011). Des Weiteren sollte der Zement-Platzhalter etwas grofer gestaltet
werden, als der zu rekonstruierende Knochen, dadurch lasst sich spater die

induzierte Membran besser ablosen.

Es ist auch sinnvoll das umliegende Weichteilgewebe fur die Zementapplikation
vorzubereiten und dieses z.B. mit halb longitudinal gedffneten 50 ml Spritzen
uber die Knochenenden hinaus auszukleiden. Dies ist zu einem hilfreich fur die
Applikation und auch protektiv fir das umliegende Gewebe. Zusatzlich sollte
der Zement-Platzhalter wahrend der Aushartung mit NaCl-Losung gekuhlt

werden, um Gewebsnekrosen zu vermeiden. Die Spritzenteile sollten nach der
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Aushartung wieder entfernt werden (Gouron et al., 2013; Mauffrey et al., 2015).
Damit ist der erste Operationsschritt beendet und die Weichteilschichten

konnen nacheinander vernaht werden.

Nach dem ersten Schritt kommt es innerhalb von circa 2 Monaten zur
Membraninduktion und einer Heilung des umliegenden Weichteilgewebes. Das
bietet nun die passenden Voraussetzungen flur die zweite operative Stufe. Es
sollte mdglichst genau der gleiche Zugang verwendet werden wie im ersten
operativen Schritt. Die Membran wird longitudinal gedffnet und der
Zementspacer wird vorsichtig entfernt. Dazu muss der Zement oft zergliedert
werden, wobei besonders darauf geachtet werden muss, dass die Membran
unversehrt bleibt. Sobald der Zement entfernt ist, sollte ein Hohlraum begrenzt
durch eine glanzend rote und vaskularisierte Membran vorhanden sein (Gouron
R, 2015). Die Knochenenden mussen angefrischt werden und der Markraum
sollte eroffnet sein, damit der Knochen und die Kochenmarkzellen mit den
Transplantat interagieren kdnnen. Daraufhin wird der Defektraum innerhalb der
Membran mit einem Knochentransplantat aufgeflllt. Meistens wird dazu die
autologe Spongiosaplastik, eigenstandig oder in Kombination mit einem
Knochenersatzmaterial verwendet. Bei grollen Defekten kann die ,Reamer
aspirator irrigator® zur Anwendung kommen. Die Membran wird vorsichtig
zugenaht, um den Defektraum rundum zu verschlieRen. Die verbliebenen
Weichteilschichten werden nacheinander in Schichten zusammengenaht
(Giannoudis et al., 2011; Pelissier et al., 2004; Karger et al., 2012; Mauffrey et
al., 2015).

1.3.2.2 Die induzierte Membran
In der Literatur wird die induzierte Membran als eine 1-2 mm dicke Membran

beschrieben, mit ahnlichen osteoinduktiven Eigenschaften wie das Periost, die
gunstige Voraussetzungen fur die Knochenheilung schafft (Masquelet et al.,
2000). Eine Studie im Schafmodell zeigt, dass die Membran alleine nicht in der
Lage ist Knochen zu heilen. Allerdings wenn autologe Spongiosa in die
Membrantasche transplantiert wird, konnten alle Defekte ausheilen (Viateau et

al., 2006). Masquelet et al. (2000) legt die Membran als impermeabel dar, was
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das Knochentransplantat vor Resorption schutzt. Des Weiteren wird durch die
Membran die Vaskularisierung des Transplantats gesteigert. Somit fordert es

die Konsolidierung des Knochens im Defektraum.

An einem Hasenmodell werden die histologischen und biomechanischen
Eigenschaften der induzierten Membran geschildert, wozu PMMA in eine
subkutane Taschen injiziert wurde. Die induzierte Membran stellt sich
hypervaskularisiert dar, was einhergeht mit einer erhéhten Synthese von VEGF.
Uberdies ist eine signifikant erhdhte Produktion vom Wachstumsfaktor TGF-B1
und BMP-2 festgestellt worden. Zusatzlich konnte durch die Membran eine
hohe Aktivitat der Alkalischen Phosphatase in den HBMSC (human bone
marrow stroma cells) konstatiert werden, die aus der Membran kultiviert werden
konnten. Die erhdhte Enzymaktivitat beweist eine gesteigerte Zellproliferation

und Zelldifferenzierung zu knochenbildenden Zellen (Pelissier et al., 2004).

Henrich et al. (2016) vergleicht in einem Ratten-CSD-Modell die biologische
Aktivitat der induzierten Membran im Defektraum mit einer Membran induziert in
einer subkutanen Tasche. Nach zwei Wochen weist die Membran im
Defektraum eine héhere VEGF Expression und eine niedrigere zellulare Dichte
als die subkutan induziete Membran auf. Des Weiteren konnten
mesenchymale Stammzellen in der Membran im Defektraum festgestellt
werden, welche subkutan nicht nachweisbar waren. Obendrein ist in diesem
Rattenmodell zwischen der 2 und 4 Woche nach Zementapplikation die hochste
osteogene und neovaskulare Aktivitat ermittelt worden, welche in folgenden
Wochen abnimmt. Diese Erkenntnis deckt sich mit anderen Studien, z.B.
Pelissier et al. (2004). Daher ist anzunehmen, dass der zweite Operationsschritt
der Masquelet-Technik friher durchgefuhrt werden sollte, um eine bessere

Knochenheilung zu erhalten.

Aulerdem wurden im Schafsmodell CBFA1 positive Zellen in der Membran
konstatiert. Dies deutet darauf hin, dass die Membran als Lager flr
Osteoprogenitorzellen dient. Diese Eigenschaft in Verbindung mit einem

osteokonduktiven Transplantat bietet sehr gute Voraussetzungen flr eine gute
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Knochenregeneration (Viateau et al., 2006).

Zusammengefasst ist die Membran hypervaskularisiert, impermeabel und
biologisch aktiv. Sie schutzt das Knochentransplantat vor Resorption und
sekretiert viele osteoinduktive Wachstumsfaktoren, wie VEGF, TGF- beta 1 und
BMP-2. Dadurch fordert sie die Vaskularisierung sowie die Konsolidierung des

Knochens im Defektraum.
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1.4 bone tissue engineering

Im tissue engineering (TE) wird sich auf die Wiederherstellung und Bewahrung
von Form und Funktion bei Gewebeschaden durch die Kombination von
Gerusten mit vitalen Zellen konzentriert. Das bone tissue engineering (BTE)
beschaftigt sich mit der Rekonstruktion von Knochen und des umliegenden
Gewebes. Ein besonderes Augenmerk wird hier auf den CSD gelegt, der immer
noch eine groRe Herausforderung in der chirurgischen Therapie darstellt
(Hollinger J et al., 1996). Es stellen sich die Fragen: Wie lasst sich die
besondere Fahigkeit des Knochens zur spontanen Regeneration und
Remodellierung auf eine kritische DefektgroRe Ubertragen? Was sind die

Voraussetzungen fir eine Wiederherstellung der Knochenintegritat?

Dazu ist besonders eine gute Vaskularisierung sowie gesundes, umliegendes
Gewebe notig, um die erforderliche Interaktion zwischen den intra- und
extrazellularen Bestandteilen des Gewebes zu ermdoglichen. Darlber hinaus
braucht es einen Ersatzstoff, welcher den kritischen Bereich ausfillt und einige
biologische Anspriuche erflullt. Im BTE wird meistens die Kombination von

Osteoinduktivitat, Osteokonduktivitat und Osteogenitat angestrebt.

Osteoinduktivitdt beschreibt die Mobilisierung von undifferenzierten und
pluripotenten Zellen im Frakturspalt und deren Stimulation zur Differenzierung
in reife, knochenbildende Zellen. Hierfir sind einige Proteine,
Wachstumsfaktoren und Zytokine zustandig. Die Osteokonduktivitat bezeichnet
die Eigenschaft des Materials als Leitstruktur zu dienen, an der sich neuer
Knochen bilden kann. Das kann z.B. die Oberflache und die Poren des
Knochenersatzstoffes sein. Die Osteogenitat bezieht sich auf das
Vorhandensein von Zellisolaten, welche die Fahigkeit besitzen in
knochenbildende Zellen auszureifen — de novo Knochen zu bilden. Sie werden
entweder transplantiert oder wandern durch osteoinduktive Faktoren ein (Lee et
al., 2009; Williams DF et al., 1987; Albrektsson T. et al., 2001).

Dessen ungeachtet muss der Ersatzstoff auch grundlegende, fundamentale
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Eigenschaften aufweisen. Er muss im klinischen Alltag risikoarm anwendbar,
gut prognostizierbar und ausreichend reproduzierbar sein (Shrivats AR et al.,
2014).

1.4.1 Diamantenkonzept

Im BTE sind bisher nur die osteoinduktiven Faktoren, wie die
Wachstumsfaktoren und Zytokine, die osteokonduktiven Materialien und die
oesteogenen Zellen, wie die MSCs, beachtet worden. Diese Eigenschaften
werden oft als Dreieck dargestellt. Giannoudis et al. erklarte, dass der
mechanischen Stabilitat mehr Bedeutung geschenkt werden muss. Er vertritt
den Standpunkt, dass die mechanische Stabilitat als vierte Entitadt anerkannt
werden soll und beschreibt das im Diamantenkonzept (Abb.2). Denn die
mechanischen Begebenheiten des Knochendefekts, in welchen das
Transplantat eingebaut wird, haben mindestens die gleiche Wertigkeit wie die
biologischen Eigenschaften des zu implantierenden Materials. Obendrein ist die
Reifung vom Geflechtknochen zum lamellaren Knochen von der mechanischen
Stabilitat, der Vaskularisierung und der Qualitat und der Dichte des

Spenderknochens abhangig (Giannoudis et al., 2007; Giannoudis et al., 2008).
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Mechanical
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Abbildung 2: Diamond Model of Bone
Fracture Healing Interactions
(Giannoudis et al., 2007)

1.4.2 Knochenersatzmaterialien

Alternativ zur autologen Spongiosaplastik (ASP) gibt es zahlreiche, in Studien
getestete Knochenersatzmaterialien. Diese kann man grob in zwei Gruppen
einteilen: organische und anorganische Materialien. Zudem versucht man die
Materialien zu kombinieren und erhalt somit die sog. "Composites". Der grof3e
Vorteil der Biomaterialien ist: eine hohe Verfligbarkeit und Kkeine

Entnahmemorbiditat.

Da eine groRe Vielfalt an Materialien und Kombinationen besteht, sind hier nur

die groten Gruppen aufgefuhrt:

1.4.2.1 Anorganische Knochenersatzmaterialien
* Anorganische Materialien sind allgemein als Zemente und Keramiken

bekannt, welche sich vor allem durch das Aushartungsverfahren und

deren Anwendung unterscheiden. Die Basis der Stoffe bilden
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Kalziumphosphate, Kalziumsulfate, bzw. Hydroxylapatite.

Keramiken: Die meist verbreitetsten Knochenersatzstoffe sind die
Kalzium-Phosphat(CaP) Keramiken. Jedoch gibt es viele Verschiedene
wie die Hydroxylapatit (Hap), Trikalzium-Phosphat (TCP) und
biphasische Kalzium-Phosphat (BCP) Keramiken. Kalzium-Phosphat
Keramiken haben eine hervorragende Biokompatibilitat und gute
Bioaktivitadt. Da sie dem anorganischen Anteil des Knochens (2/3 des
gesamten Knochens) sehr ahnlich sind, verbinden sie sich mit dem
Knochen und verbessern somit die Gewebebildung. Somit sind sie
insbesondere osteokonduktiv: es bildet sich Geflechtknochen an der
Oberflache ohne eine trennende Zwischenschicht. Im Verlauf des
Prozesses entsteht Lamellenknochen (Lichte et al., 2011). Allerdings ist
fur die Gewebeintegration und die Knochenneubildung nicht nur die
Zusammensetzung des Materials, sondern auch die Grolke der
Keramikstlicke wichtig. Mit der Grof3e verandert sich unter anderem die
Gesamtoberflache der Keramiksticke, die mechanische Stabilitat der
Fraktur und die Leerflache des Defekts. Des Weiteren kommt der
PorengroRe, der Porositat und den Porenverbindungen (sog. pore
interconnection) eine wichtige Rolle in der Qualitat der
Gewebeintegration zu (Karageorgiou and Kaplan, 2005). Die Porositat
soll dem menschlichen Knochen entsprechen und zudem als
PorengroRe idealerweise eine Grole von 300-500um haben (Kihne et
al., 1994). Dagegen sinkt die mechanische Stabilitdt der Fraktur durch
zunehmende Porositat und Resorbierbarkeit der Keramik (Hoppe et al.,
2011).

Bioglaser:  Bioglaser bestehen aus sauren Oxiden (z.B.
Phosphorpentoxid , Siliciumdioxid und Aluminiumoxid) und basischen
Oxiden (z.B. Calciumoxid , Magnesiumoxid, Zinkoxid) (Lichte et al.,
2011). Sie verfugen Uber eine wesentlich hdhere mechanische Stabilitat

im Vergleich zu den Kalzium-Phosphat Keramiken. Allerdings sind sie
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sehr schlecht formbar und zerbrechen leicht. Durch die geringe Porositat
verbinden sie sich schlechter mit dem Knochen wie die Keramiken
(Giannoudis et al., 2005).

1.4.2.2 Organische Knochenersatzmaterialien
* Allogene Knochentransplantate: Die allogenen Knochentransplantate

stellen nach dem heutigen Therapieverfahren die zweite Wahl des
Chirurgen dar. Die Transplantate sind vom Spender und Empfanger
genetisch nicht identisch. Allerdings steht viel mehr Material zu
Verfigung und es werden nur frisch eingefrorene und gefriergetrocknete
Produkte verwendet (Ehrler and Vaccaro, 2000). Es besteht die Gefahr
bei allogenen Knochentransplantaten Krankheiten und Infektionen zu
Ubertragen. Das kann durch eine chemische Aufbereitung reduziert
werden, aber darunter kommt es auch zu einer Senkung der
biologischen und mechanischen Eigenschaften. Die aufbereiteten Stoffe
verfugen nur noch Uber eine sehr schwache osteoinduktive Fahigkeit
(VandeVord et al., 2005; Keating and McQueen, 2001). Dennoch sind
allogene Transplantate komplett biokompatibel und sie vereinen alle

Eigenschaften die ein Knochen(ersatz)stoff haben sollte.

* Demineralized bone matrix (DBM): DBM kann durch eine
Dekalzifikation von allogenen oder xenogenen (tierisches Material auf
Menschen) Knochen produziert werden. Dieser Prozess reduziert unter
anderen die Infektionsgefahr und die immunologische Antwort des
Empfangers. Die daraus zurickbleibende Knochenmatrix besteht aus
dem ursprunglichen Kollagengerust des Knochens und kann als
biologisches osteokonduktives Transplantat verwendet werden (Ludwig
and Boden, 1999). Allerdings sind die klinischen Ergebnisse nicht
einheitlich gut, was den ungleichmaRigen Verarbeitungsmethoden
zugeschrieben wird (Giannoudis et al.,, 2005). Allerdings bleiben
verschiedene Proteine an der Knochenmatrix haften, wie z.B. die BMP.

Somit bleibt ein Teil der osteoinduktiven Komponente des Knochens
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erhalten (Keating and McQueen, 2001).

Polymere: Die Polymere besitzen, bedingt durch ihre Biokompatibilitat
und gute Degradierbarkeit Potenzial als Knochenersatzstoff. Sie
basieren auf Polyethylenglycol, Polylactid, Polyurethan und composites.
Die am besten untersuchten Stoffe sind die Polyester, welche meistens
als Bolzen, Schrauben, Nahtmaterial oder chirurgische Netze verwendet
werden. Bedenken bestehen, dass Abbauprodukte (z.B. Mikrokristalle)
immunologische Reaktionen hervorrufen koénnen. Zudem aktivieren
Erosionspartikel Makrophagen, was eine Osteolyse auslésen kann
(Béstman et al.,, 2005). Bisher finden Polyester, wie auch die
Biopolymere, selten klinische Anwendung. In Studien werden sie
meistens in Kombination mit anderen Materialien benutzt. Die
Kombination von Polymeren mit Hydroxylapatit erscheint als sinnvoll, da
sie osteogene und biokompatible Eigenschaften vereinen (Laschke et al.,
2010).

Type Graft Osteoconduction Osteoinduction Osteogenesis  Advantages
Bone Autograft 3 2 2 “Gold standard”
Allograft 3 1 0 Availability in many forms
Biomaterials DBM 1 2 Supplies ostecinductive
BMPs, bone graft extender
Collagen 1 0 0 Good as delivery
vehicle system
Ceramics TCP, hydroxyapatite 1 0 1] Biocompatible
Calcium phosphate 1 0 0 Some initial structural
cement (CPC) support
Composite B-TCP/BMA 3 2z 2z Ample supply
grafts composite
BMP /synthetic - 3 - Potentially limitless supply
composite

Score: 0 (none)to 3 (excellent). DBM: demineralised bone matrix, TCP: tricalcium phosphate, BMA: bone marrow aspirate, BMP: bone
morphogenetic protein.

Abbildung 3: Knochenersatzstoffe (Giannoudis et al., 2005)
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1.4.3 Herafill

Das in dieser Studie benutze Knochenersatzmaterial gehoért zu den Keramiken
und ist ein Granulat in verschiedenen Grélken von HERAFILL. Es wird von der
Heraeus Medical GmbH (Wehrheim, Deutschland) synthetisch hergestellt und
besteht aus Kalziumsulfat, Kalziumkarbonat und hydrierten Triglycerid
Tripalmitat als Bindungsmittel. Des Weiteren kann es auch als Antibiotikatrager
fungieren und wurde diesbezuglich bereits in einer Studie getestet (Coraca-
Huber et al., 2014). Daruber hinaus bestehen bisher keine weiteren Studien zu

diesem Knochenersatzstoff.

1.4.4 Granulatgré3e

Fir die Gewebeintegration und die Knochenneubildung ist nicht nur die
Zusammensetzung des Knochenersatzmaterials von Bedeutung, sondern auch
die KorngroRe. Mit der GroRe verandert sich unter anderem die
Gesamtoberflache der Granulatkorner, die mechanische Stabilitat der Fraktur
und die Leerflache des Defekts. Es gibt verschiedene Studien zum Einfluss der
GranulatgroRe auf das Knochenheilungsergebnis, z.B. konnte Coathup et al.,
(2013) an einem Schaf-Femurdefektmodell zeigen, dass die GroRe von 250—
500 um silicate-substituted calcium phosphate Granulat forderlich fur die
Heilung von Knochendefekten ist. Noch kleineres Granulat fuhrte in dieser
Studie nicht zur Konsolidierung und wurde phagozytiert. Des Weiteren konnte
Prieto et al., (2015) unter Verwendung von einem Allograft-Polymer-Komposits
in einem Hasen-Femurdefektmodell konstatieren, dass es bei sehr kleinem
Granulat (<105 um) zu einer signifikant schlechteren Knochenheilung nach 12

Wochen kommt als bei gréfierem Granulat (105 — 500 um).
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1.4.5 Mononukledren Knochenmarkszellen/Bone Marrow Mononuclear Cells

Die mononukledren Knochenmarkszellen (BMC) werden durch die
Dichtegradientenzentrifugation aus Knochenmark isoliert. Sie bestehen aus ca.
2-4% hamatopoetischen Vorlauferzellen (HPC). Der Anteil mutmallicher MSC-
Vorlauferzellen betragt ca. 0.01% (Henrich, Verboket et al, 2015). Der restliche
Teil von BMC besteht aus hamatologischen, mononukledren Zellen in allen
Reifungsstufen (Civin and Gore, 1993; Dimmeler and Zeiher, 2009). Der Anteil
monozytarer Zellen belauft sich auf ca. 10% (Henrich et al, Eur Cells Mater,
2018).

1451 Zelltherapie mit mononuklearen Knochenmarkszellen
Viele Studien haben bereits gezeigt, dass MSC die Knochenheilung signifikant

verbessern. Weitere Studien zeigen einen positiven Effekt von endothelialen
Vorlauferzellen (EPC) auf die Knochenheilung. Der beste Effekt insbesondere in
Bezug auf die GefalRneubildung und Knochenzuwachs lie® sich in Kombination
von beiden Zelltypen feststellen (Seebach et al., 2012; Eldesoqi et al., 2013;
Zigdon-Giladi et al., 2013). Jedoch stellt sich die Frage, ob sich der positive
Effekt der MSC auf die Klinik Ubertragen lasst. Wenn man eine gréRere Anzahl
an Zellen fur die Klinik bendtigt, muss man die Zellen fir mehrere Wochen
kultivieren. Eine Gefahr ist, dass man in den Kulturen genetische Fehler
akkumuliert, was Krebs verursachen konnte (Rubio et al., 2005). AuRerdem ist
in Deutschland die Kultivierung und die darauf folgende Implantation von MSC

nur unter strengen Auflagen im Rahmen von klinischen Studien moglich.

Im Gegensatz zu MSC kénnen BMC innerhalb weniger Stunden isoliert,
aufgereinigt und dem Patineten reimplantiert werden. Eine Kultivierungsphase
ist nicht notwendig. lhre Sicherheit und Wirksamkeit konnte in grolen
kardiologischen Studien bei Patienten mit Myokardinfarkt nachgewiesen werden
(Assmus B et al, 2015).

Im Bereich der Knochenheilung konnte unsere Arbeitsgrupe ein vergleichbar
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hohes osteogenes Potential von BMC im Vergleich zu der Kombination von
EPC und MSC im etablieten Knochendefektmodell am Rattenfemur
nachweisen (Seebach et al, 2015). Dartber hinaus konnte in einer klinischen
Phase I-Studie die Vertraglichkeit autologer BMC bei Patienten mit proximaler
Humerusfraktur nachgewiesen werden. Das Nichtauftreten von sekundaren
Komplikationen, die bis zu 30% erwartbar sind, sowie die vollstandige Heilung
aller Frakturen legen eine klinische Effizienz der BMC im Bereich der
Frakturheilung nahe (Seebach et al., 2016).

Obendrein lassen sich BMC mit Knochenersatzstoffen kombinieren. 3-TCP und
DBM bieten sehr gute Voraussetzungen fur die Aussaat der Zellen (Henrich et
al., 2015).
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1.5 Fragestellung

Wie bereits beschrieben bietet der Goldstandard (die ASP) fir die Therapie von
langstreckigen Knochendefekten keine Zufriedenheit, weder fir den Chirurgen
noch fir den Patienten. Unter Verwendung von BTE Techniken wird versucht
ein besseres Therapiekonzept zu entwickeln. Man mochte die verschieden
Eigenschaften, welche die ASP besitzt, durch eine Kombination von

Knochenersatzmaterialien und Zellpraparaten erlangen.

Arbeiten anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass die GranulatgroRe ebenfalls
einen signifikanten Einfluss auf das Knochenheilungsergebnis haben kann
(Coathup et al., 2013; Prieto et al., 2015). Bezlglich des Materials Herafill sowie
bezuglich der Anwendung der Masquelettechnik liegen hierzu jedoch keine

Daten vor.

Ziel dieser Arbeit war es daher den Einfluss der KorngroRe des
Knochenersatzmaterials Herafill auf die BMC-unterstitzte Therapie eines
kritischen Knochendefekts unter Verwendung der induzierten Membrantechnik

nach Masquelet im Knochendefektmodell am Rattenfemur zu evaluieren.

Aus dieser Zielsetzung ergaben sich folgende Fragestellungen:

* Gibt es eine optimale GranulatgrolRe des Materials Herafill fur die

Knochenheilung?

* Hat die unterschiedliche Granulatgrof3e Auswirkungen auf den Zuwachs

von Knochen?

« Hat die unterschiedliche Granulatgrofle Auswirkungen auf die

Vaskularisierung?

Es wurde  versucht, die  osteokonduktiven Eigenschaften  des

Knochenersatzstoffes Herafill mit der Osteoinduktivitdt und Osteogenitat der
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BMC zu kombinieren. Hierbei stellen sich die Fragen:

* Bringt die Aussaat von BMC eine zusatzliche Steigerung fur die

Knochenheilung unter Verwendung der Masquelet-Technik?
* Haben BMC Auswirkungen auf die Membranbildung?

Des Weiteren wurde die Masquelet Technik untersucht und die damit

verbundene Vaskularisierung. Hierbei stellen sich die Fragen:

* Wie ist die Neoangiogenese in der induzierten Membran und in der

Defektzone?

* Welche Zelltypen mit besonderem Fokus auf Makrophagen (M1/M2-
Makrophagen) koénnen in der induzierten Membran und/oder im

Defektbereich nachgewiesen werden?

« Wie ist die Morphologie/raumliche Ausdehnung des angrenzenden

Periosts im Vergleich zu der induzierten Membran?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden (immun)histologische Praparate der

Knochendefekte erstellt und histomorphometrisch ausgewertet.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialliste

Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland

Sarstedt Inc.,

2-Propanol (Isopropanol)

24-Well-Platte Newton, USA
4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)- Sigma-Aldrich GmbH,
Farbung Steinheim, Deutschland
AEC Chromogen Substrat (Labvision Thermo Fisher Scientific,
TA -060-HA) Waltham, MA, USA
Morphisto — Evolutionsforschung und
Alcianblau 1%ig Anwendung GmbH, Frankfurt
Deutschland
Abcam plc,

Alpha-SMA Antikorper Cambridge, UK

Morphisto — Evolutionsforschung und
Brilliant-Crocein-Saurefuchsin Anwendung GmbH, Frankfurt
Deutschland

NanoEnTek Inc.,

C-Chip Neubauer-Zahlkammer Seoul, Korea

. Abcam plc,

CD-68 Antikorper Cambridge, UK
- Abcam pilc,

CD-80 Antikorper Cambridge, UK
Abcam plc,

CD-163 Antikorper Cambridge, UK

Sanowa GmbH,
Leimen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Morphisto — Evolutionsforschung und
Eisen(lll)chlorid 1%ig Anwendung GmbH, Frankfurt
Deutschland

Hirschmann Laborgerate GmbH,
Eberstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland

BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland

Einbettkassetten

Einbettmaschine

Elektische Pipette
Eosin G 0.5% Ldsung

Erythrozytenlyse
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Essigsaure 3%ig

Ethanol 70%, 80%, 90%, 100%
Falcon-Rohrchen

Ficoll (Biocoll, 1,077 g/cm?)

Fluoresenzmikroskop Zeiss
Observer

2 Materialien und Methoden

Morphisto — Evolutionsforschung und
Anwendung GmbH, Frankfurt
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH,

Steinheim, Deutschland

Greiner GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Biochrom GmbH,
Berlin, Deutschland

Axio Carl Zeiss AG,

Gottingen, Deutschland

Fluoreszenz-Mikroskop HS BZ-9000 Keyence GmbH,

BIOREVO
Gefrierschrank -80°C

Image-J®

Kuhlschrank

Meyer's Hamatoxylin
Paraformaldehydlésung(4%)
Pasteurpipetten

PBS

Peroxidase (Labvision TA-125-HP)

Phosphorwolframsaure 2%ig

Pipetten

Pipettenspitzen

Polymer anti-mouse-HRP,

Raumtemperatur
Rotationsmikrotom 2335

Safron du Gatinais

Neu-Isenburg, Deutschland
Heraeus AG,

Hanau, Deutschland
National Institutes of Health,
Maryland, USA

Bosch AG,

Stuttgart, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland

Sarstedt AG,

Numbrecht, Deutschland
PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Morphisto — Evolutionsforschung und
Anwendung GmbH, Frankfurt
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH,

Steinheim, Deutschland

Starlab GmbH,
Ahrensburg, Deutschland

Leica Biosystems GmbH,
Nussloch, Deutschland

Morphisto — Evolutionsforschung und
Anwendung GmbH, Frankfurt
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Deutschland

Keyence GmbH,
Neu-Isenburg, Deutschland

- Abcam plc,
STRO-1 Antikorper Cambridge, UK

Titriplex (EDTA Dinatriumsalz, Cas: Sigma-Aldrich GmbH,

Software BZ-II-Viewer/Analyser

6381-92-6; J.T. Baker 1073, 1 Kg) Steinheim, Deutschland
Trizma Base (Cas.:77-86-1; Sigma Sigma-Aldrich GmbH,
T1503-1 kg) Steinheim, Deutschland
Turks Losung Merck AG,
Darmstadt, Deutschland
Abcam plc,

v. Willebrand Antikorper Cambridge, UK

Morphisto — Evolutionsforschung und
Verhoeff Gebrauchslésung 1,2,3 Anwendung GmbH, Frankfurt
Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland

Xylol

Zink-Formalin 4%

2.1.1 Material Chirurgie

Bayer AG,

Augensalbe — Bepanthen® Leverkusen, Deutschland

Bandsage, Gigli-Sage
DePuy Synthes Companies,

Bohrbichsen Zuchwil, Schweiz

DePuy Synthes Companies,
Bohrer Zuchwil, Schweiz
Chlorhexidin Schulke & Mayr GmbH,

Norderstedt, Deutschland
Heraeus AG, Hanau,
Deutschland

Pfizer GmbH, Berlin,
Deutschland

Ethicon, Norderstedt,
Deutschland

Herafill — Granulat

Ketavet® - Ketamin

Prolene 5.0 Faden
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DePuy Synthes Companies,
Zuchwil, Schweiz
DePuy Synthes Companies,
Zuchwil, Schweiz

Harlan Laboratories GmbH,
Venray Niederlande

Schrauben
Sechs-Loch-Platte

Sprague Dawley Ratte

. Ethicon,
Vicryl-Faden 4.0 Norderstedt, Deutschland
_ Bayer AG,
Xylazin — Rompun® Leverkusen, Deutschland
Zement, Palacos R+G Heraeus AG, Hanau, Deutschland

2.2 Versuchsaufbau

Bei dem Versuchsvorhaben ging es um den Einfluss der Granulatgrof3e des
Knochenersatzmaterials Herafil und den Einfluss der BMC auf die
Knochendefektheilung. Dazu wurden Sprague Dawley Ratten unter
Verwendung der Masquelet-Technik operiert. Das Versuchsdesign sah 7

verschiedene Gruppen vor, die sich anhand des Transplantats unterschieden.

Den Knochenersatzstoff Herafill gab es in Form von Granulat in drei
verschiedenen GroRen. Gruppe 1-3 bekam das reine Granulat in
unterschiedlichen GroRen transplantiert. Gruppe 1 das kleine (0,5-1 mm),
Gruppe 2 das mittlere (1-3 mm) und Gruppe 3 das grof3e Granulat (3-5 mm).
Zusatzlich wurden alle drei Gréfken mit BMC kombiniert. Gruppe 5 war das
kleine Granulat mit BMC, Gruppe 6 das mittlere Granulat mit BMC und Gruppe
7 das grolRe Granulat mit BMC. Des Weiteren gab es die Gruppe 4 als
Vergleichsgruppe, in der der aktuelle Therapiestandard, die autologe

Spongiosaplastik, transplantiert wurde.

Jede Gruppe umfasste 18 Tiere. Pro Gruppe waren acht Tiere fur die
histologischen Analysen und zehn Tiere fur die biomechanischen Tests

vorgesehen.
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1. Tabelle: Gruppeneinteilung

Ohne BMC Mit BMC
Gruppe Material Histologie | Radiologie/Biomechanik | Gruppe Histologie Radiologie/Biomechanik
G1 Herafill klein N=8 N=10 G5 N=8 N=10
G2 Herafill mittel N=8 N=10 G6b N=8 N=10
G3 Herafill groR N=8 N=10 G7 N=8 N=10
G4 Syngene Spongiosa N=8 N=10
| Spender-/Reservetiere | N=2/2 | N=3/1 | | N=2/2+4Tiere fiir Praparation | N=3/1+4Tiere fiir BMC-Praparation

2.3 Tiere — Vorbereitung/Akklimatisierung

Fir dieses Tiermodell wurde die Ratte von dem Sprague Dawley Stamm (SD —
Ratte) gewahlt, da sie im Bezug auf die labortechnischen Immun- und

Molekularmarker dem Menschen ahnlich ist.

Die Tiere wurden eigens fur die Tierversuche gezichtet und stammten von der

Firma Harlan-Winkelmann (Harlan Laboratories GmbH, Venray Niederlande).

Nach der Lieferung verweilten die Tiere fir mindestens eine Woche zur
Akklimatisierung in den Stallen der Zentralen Forschungseinrichtung (ZFE) in
Frankfurt. Die Tiere befanden sich dort in groflen Kafigen mit maximal vier
Tieren pro Kafig. Kurz vor der Operation wurden die Tiere in den Ratten-

Operationsraum gefahren. Dort erfolgte die Narkose und die Operation.

Nach der Operation verweilten die Ratten in einem extra ,Aufwachkafig” bis sie
unter standiger Aufsicht wieder bei Bewusstsein waren. Danach wurden sie

wieder in die Stalle gebracht.

Nach dem ersten chirurgischen Eingriff blieben sie dort weitere drei Wochen bis

es auf den Tag genau zum zweiten Eingriff kam.

Die  Tierversuche erfolgten unter  Anwendung der  geltenden

Tierschutzgesetzgebung und wurden durch das Regierungsprasidium in
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Darmstadt genehmigt (Genehmigungsnummer: FK/K1053).

Die Versuchstiergruppen wurden nach einem vor Versuchsbeginn erstellten

Randomisierungsmuster operiert.

2.4 Operationsabfolge

2.4.1 Narkose

Alle chirurgischen Eingriffe zur Defektinduktion und zur Implantierung, wurden
unter Vollnarkose durchgefuhrt. Die Ratten wurden durch eine intraperitoneale
Injektion narkotisiert. Dazu wurde in eine 10ml Spritze 0,5ml Rompun, 2ml
Ketavet, sowie 9ml NaCl aufgezogen und anschliellend appliziert. Die Dosis
betrug 70mg/kg KG Ketavet und 10 mg/kg KG Rompun pro Tier. Nach der
Injektion wurde die Ratte in ein extra Kafig gelegt bis das Narkosemittel seine
Wirkung entfaltete. Bis zur Operation wurde die Atmung der Ratte regelmaliig

Uberpruft.

2.4.2 Operationsvorbereitung

Nach der Narkose wurden die Tiere gewogen und bekammen einen Tropfen
Augensalbe (Bepanthen®) in beide Augen. AnschlieRend wurde das rechte, zu
operierende Hinterteil der Ratte rasiert (ca.3x3cm), das Tier in Linkslage

platziert und der Bereich griindlich mit Chlorhexidin desinfiziert.

2.4.3 Erster Operationsschritt nach Masquelet (Membraninduktion)

Bevor die Tiere das erste Mal operiert wurden, bekamen sie eine Markierung in

das Ohr gestanzt.
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2. Tabelle: Ubersicht Gruppenkennzeichen

Gruppe Kennzeichnung

G1 Kein Loch

G2 Linkes Ohr 1 Loch, rechts kein Loch

G3 Linkes Ohr 2 Locher, rechtes Ohr kein Loch
G4 Linkes Ohr 3 Locher, rechts Ohr kein Loch
G5 Linkes Ohr kein Loch, rechtes Ohr 1 Loch
G6 Linkes Ohr kein Loch, rechtes Ohr 2 Lécher
G7 Linkes Ohr kein Loch, rechtes Ohr 3 Lécher

Unter aseptischen Bedingungen wurde eine laterale longitudinale Inzision Uber
dem Femur durchgeflhrt. Die Faszie wurde durchtrennt und die Muskulatur
freigelegt. Der musculus quadriceps femoris und der musculus biceps femoris
wurden stumpf voneinander getrennt und der Femur wurde freiprapariert. Nun
wurde die 6-Lochplatte anterolateral angebracht. Dazu war es erforderlich, die
Platte mit der Pinzette zu fixieren und die Bohrbuchsen auf der Platte
anzubringen. Daraufhin wurden jeweils 2 Locher an den epiphyseal liegenden
Enden der Platte gebohrt, sodass die zwei zentralen Locher in der Platte frei
blieben. Dazu wurde ein 1,1 mm Bohrer benutzt. Anschlielliend wurde die Platte
mit 4 Schrauben (1,5 x 6mm), welche in die vorgebohrten Locher geschraubt

wurden, an dem Knochen fixiert.

Danach kam es zur Osteotomie mit Hilfe einer diamantbesetzten Bandsage
(Gigli-Sage). Der Knochendefekt wurde im diaphysalen Bereich des Knochens
gesetzt, wo sich die zwei unbesetzten Locher der 6-Lochplatte befanden. Die
Bandsage wurde vorsichtig um den Knochen geflihrt und in die richtige Position
gebracht. Nun wurde der Knochen durch kraftiges hin und her bewegen der
Sage sauber durchtrennt. Der Vorgang wurde wiederholt, sodass ein ca. 10 mm
grolRer Defekt produziert wird. Das Knochenfragment wurde entnommen und
die Lange gemessen (variierte zwischen 8-11 mm). Im Anschluss erfolgte das
Anmischen des Zements (Palacos R+G, Heraeus HmbH). Es wurde 1,9 g
Zementpulver mit 1 ml Zementflussigkeit in einem sterilen Plastikbehalter

angeruhrt und daraufhin vorsichtig in den Knochendefekt als Zementspacer
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eingeflgt. Der Uberschussige Zement wurde verworfen. Nachdem der Zement
(unter NaCl Kihlung) ausgehartet war, wurde die Wunde wieder verschlossen.

Die Faszien wurden mit mehreren Einzelknopfnahten durch einen 4.0 Vicryl-

Faden adaptiert und die Haut wurde durch eine fortlaufende subkutane Naht mit
Hilfe eines Prolene 5.0 Faden wieder verschlossen.

Abbildung 4: Erster Operationsschritt nach Masquelet -
A) Freiprdparierter Femurknochen B) Anbringung der Platte C) Herausschneiden des

Defekts mit Hilfe der Gigli-Sige D)Nach Entfernung des Knochenfragments E) Anbringung
des Knochenzements als Spacer E) Darstellung des herausgelosten Knochenfragments
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2.4.4 Zweiter Operationsschritt nach Masquelet 38 (Auffiillen der induzierten
Membran mit Herafill oder syngener Spongiosa)

Drei bis vier Wochen nach der ersten Operation erfolgte der zweite
Operationschritt, in welchem die Entfernung des Zementspacers und die
Auffillung des Knochendefekts mit Herafillgranulat der verschiedenen
Grolienklassen (mit bzw. ohne BMC) oder syngenem Knochenmaterial

durchgeflihrt wurde.

Die Tiere wurden identisch zum ersten Operationsschritt vorbereitet und
narkotisiert. Es wurde erneut der anterolaterale Zugang verwendet und die
Muskelfazie nach der Inzision stumpf durchtrennt, sodass die neu entstandene
Membran zum Vorschein kam. Die Membran wurde vorsichtig longitudinal
durchtrennt, wodurch der Zementspacer in Erscheinung tratt. Dieser musste
nun mit Hilfe der Pinzette oder der Luer-Zange entfernt werden. Von grolRer
Bedeutung war es, dass das umliegende Weichteilgewebe (insb. die Membran)
bei diesem Schritt nicht verletzt wird. Daraufhin folgte die Anfrischung des
Knochens durch das Anritzen, bzw. Kratzen mit dem Skalpell an den
Knochenenden. Nun wurde die neu entstande Membranloge mit den fur die
Gruppe entsprechenden Knochenersatzstoff aufgefullt. Nach sorgfaltiger
Fullung der Loge wurde die Membran mit mehreren Einzelknopfnahten (4,0
Vicryl-Faden) adaptiert und die Haut durch eine fortlaufende, subkutane Naht

mit Hilfe eines Prolene 5.0 Faden wieder verschlossen.
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Abb

A) Vorsichtiges freipriparieren des Knochendefekts B) Offien der Defekttasche C) Nach

Entfernung des Spacers D) Darstellung des Zementspacers E) Auffiillen der Tasche mit
kleinen Granulatkornern F) Verschluss der Membrantasche

2.4.5 Sacrifice & Lagerung
Acht Wochen nach der zweiten Operation wurden die Tiere mittels einer einer
Uberdosis Pentobarbital (500mg/kg) intraperitoneal getdtet. Daraufhin wurde

der operierte Femurknochen entnommen. Entsprechend der zugehorigen
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Gruppe (Histologie oder Biomechanik) wurde der Knochen weiterverarbeitet.

Die Knochen, welche histologisch untersucht wurden, wurden in
Einbettkassetten gelegt, beschriftet und fur 22-24 Stunden in Formalin fixiert.
Anschlielend wurden sie in 70% Ethanol bei 4 °C bis zur Weiterverarbeitung

gelagert.

Die Knochen fur die Biomechanik wurden in PBS-Puffer gewaschen, in eine
feuchte Mullkompresse eingewickelt, in ein Gefrierbeutel verpackt, beschriftet

und bis zum Beginn der Tests bei -80 °C eingefroren.

2.4.6 Herstellung von syngenem Knochenmaterial

Tiere der Kontroligruppen erhielten syngenes Knochenmaterial als
Defektfillung. Syngenes Knochenmaterial wurde aus Femura und Tibiae
gleichalter Spendertiere gewonnen. Die Tiere wurden durch eine Uberdosis
Pentobarbital (500 mg/kg KG) getdtet und die Femura und Tibiae chirurgisch
entfernt. Transport in PBS supplementiert mit 2% Penicillin/Streptomycin in das
Labor. Dort wurden die Knochen unter sterilen Kautelen gesaubert und mittels
Seitenschneider und Skalpell in ca 1 — 3mm grole Stlcke zerkleinert. Das
Material wurde steril verpackt in die Tierversuchsanlage verbracht. Dort wurde
es innerhalb von 60 min bei den entsprechenden Versuchstieren in den

Knochendefekt implantiert.

2.5 Isolierung von BMC aus dem Rattenfemur

Bei der Entnahme des Femurknochen aus dem Spendertier, wurde der
Knochen in ein 50ml Falcon-Rohrchen mit einer Antibiotikalosung (1 ml
Penicillin/Streptomycin-Lésung und 40ml PBS w/o Ca++/Mg++) gelegt und in
das Labor transportiert.

Dort wurde unter der Werkbank mit sterilen Werkzeugen gearbeitet. Die
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Knochen wurden mit einer Pinzette aus dem Falcon-Rohrchen in eine
Petrischale gelegt. Uber der Petrischale wurden die Kondylen mit Hilfe eines
sterilen Seitenschneiders entfernt. Danach wurde das Knochenmark mittels
einer 10ml Spritze und aufgesetzter Kanile mit ca. 20 ml PBS aus der
Markhohle heraus in eine neue Petrischale gespult.

Das Knochenmark wurde zusammen mit dem PBS wiederholt aspiriert (ca. 10-
20 Mal) bis eine fur das Auge homogene Flussigkeit entstand, welche
anschlielend in ein neues 50 ml Falcon-Réhrchen pipettiert wurde. Im
Anschluss erfolgte eine Zentrifugation Gber 10 min bei 1500 rpm und RT.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet
durch Vibration gelockert und in 2,5 mL PBS/Femur resuspendiert.

Der nachste Schritt bestand aus der Uberschichtung der Zellsuspension mit
Ficoll, welches den Dichtergrad von 1,077 g/cm?® haben muss. Dieser Schritt
wurde sehr vorsichtig durchgefuhrt, da sich die beiden Flussigkeiten nicht
vermischen durfen. Dazu wurde die elektrische Pipette benutzt und auf Ex
(Auslauf) gestellt. Das Ficoll wurde im Verhaltnis 1:1 mit der
Knochenmarksuspension Uberschichtet, welche seitwarts langsam in das
schrag gehaltene Falcon-Rdéhrchen pipettiert wurde.

Daraufhin wurde es mit den Einstellungen 25min, 1500rpm, RT, mit freiem
Auslauf zentrifugiert.

Die Fraktion der mononuklearen Zellen befand sich in der schmalen Interphase.
Diese Fraktion wurde via Pasteurpipetten (Einwegs-1ml-Transferpipetten)
abgesaugt, in ein neues Falcon-Rdhrchen Uberfuhrt, welches wiederum mit
PBS auf 50ml resuspendiert und erneut zentrifugiert (10min, 1800rpm, Bremse)
wurde.

Der Uberstand wurde verworfen, der Absatz aufgelockert und erneut in PBS

resuspendiert. Pro Femur wurde wie zuvor 2,5 ml PBS verwendet.

2.5.1 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurde 10 pl Zellsuspension, 90 ul Erylyse Puffer und

100 pl Tarks Lésung bendtigt.
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Die Erythrozytenlyse-Lésung wurde fir 5 Minuten auf 37 °C im Wasserbad
aufgewarmt. Zunachst wurde sie mit der Zellsuspension und anschliel3end mit
der Turks Losung vermischt und 5 min inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe
der Turkslésung. Nach Mischen mittels Vortex wurden 10 uL der Zellsuspension
in eine C-Chip Einwegs-Zahlkammer pipettiert und anschlieRend unter dem
Mikroskop ausgezahlt (4 GroRRquadrate). Die Zellzahl pro mL Zellsuspension
wurde wie folgt berechnet:

Zellzahl/ml = Mittelwert gezahlte Zellen x 10.000 x Verdinnungsfaktor

2.5.2 Aussaat auf das Granulat

Bei der Aussaat wurden 1 Million Zellen in einer 350 pl Zellsuspension
vorsichtig und schrittweise gleichmafig auf jeweils ca. 250 pL in individuellen
Wells einer 24-Wellplatte Granulat pipettiert. Nicht absorbierte Zellsuspension
wurde aspiriert und wieder Uber das Granulat pipettiert. Danach erfolgte eine 10
minutige Inkubation im Zellinkubator. Hieran anschlieRend wurde die nicht
absorbierte Zellsuspension wiederum uber das Granulat pipettiert, gefolgt von
einer 10 minutigen Inkubation bei 37°C. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal
wiederholt. Das Granulat wurde steril verpackt bei RT in die zentrale
Forschungseinrichtung verbracht und dort innerhalb von 60 Minuten in die
jeweiligen  Knochendefekte transplantiert. Pro Defekt wurde ein
Granulatvolumen von ca. 200 pL bendtigt. Einige Granulate wurden steril mittels
Pinzette entnhommen, um die Adhasion der BMC auf dem Material
nachzuweisen (siehe folgender Abschnitt).

Die Granulatmenge pro Knochendefekt wurde vorsichtig und steril unter der
Werkbank in eine Bohrung einer 24-Wellplatte gegeben. Daraufhin wurde die
350 ul Zellsuspension mit einer Pipette darliber getraufelt und der Uberstand
wieder aufgesaugt. Dies wurde zwei weitere Male wiederholt. AnschlieRend
wurde die 24-Well-Platte fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert.
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2521 Nachweis von BMC auf Herafill
Adharenz der ausgesaten BMC auf Herafill wurde fluoreszenzmikroskopisch

mittels DAPI-Farbung nachgewiesen. Hierzu wurden einige BMC besiedelte
Granulate in ein Well einer 96-Wellplatte transferriert und fir 10 min mit einer
2% Formaldehydlésung inkubiert. Die Fixierung verstarkt zum einen die
Bindung der Zellen zum Granulat, und durch das Abtoten der Zellen wird die
Diffusion des Farbstoffs DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) in die Zellen
erleichtert. Danach wurden die Granulate 3x mit jeweils 200 pL PBS
gewaschen und anschlieBend 5 Minuten mit einer DAPI-Lésung [1 ug/mL in
PBS ohne Calcium] im Dunklen inkubiert. Nach 3 weiteren Waschschritten mit
jeweils 200 pL PBS wurden die Granulate am Fluoreszenzmikroskop
Axioobserver Z1 bei 50 facher und 100 facher VergroRerung unter Verwendung
des DAPI-Filters fotografiert.

2.6 Histologie

Nach den durchgefiihrten Operationen und dem Sacrifice missen die Knochen
zuerst entkalkt, paraffiniert und geschnitten werden, um sie histologisch farben

zu kénnen.

2.6.1 Entkalkung
Die Entkalkung der Knochen ist erforderlich damit sich die Knochen fein

schneiden lassen. Zunachst wurden die Knochen, direkt nach der Entnahme,
fur 20-24 Stunden in 4% Zink-Formalin gegeben. Im Anschluss wurden die
formalin-fixierten Knochen fur mehrere Stunden flieBend gewassert und in
einen Schlauchverband gebunden und beschriftet. Nun wurden die Knochen in
einer Entkalkungslosung angesetzt, welche pro Liter destilliertes Wasser aus
100 g Titriplex (EDTA Dinatriumsalz, Cas: 6381-92-6; J.T. Baker 1073, 1 Kg)
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und 34 g Trizma Base (Cas.:77-86-1; Sigma T1503-1 kg) besteht. Wichtig war
es zu kontrollieren, dass die Losung am Ende des Mischvorgangs einen pH
von 7.4 hatte. Es wurde pro Gramm Knochen mindestens 100 ml Ldsung
verwendet und es wurde sichergestellt, dass die Knochen in dem Glasgefaly
hangen (und nicht auf dem Boden liegen). AnschlieRend wurden die
Glasgefalle mit den Knochen bei >37°C fur circa zwei Wochen auf eine
Ruttelplatte gestellt. Die Entkalkungslosung wurde am ersten Tag zweimal
gewechselt und im Anschluss einmal taglich. Die Kontrolle der Entkalkung fand
mittels einer Nadelprobe statt und sobald der Entkalkungsprozess
abgeschlossen war, wurden die Knochen erneut flur mehrere Stunden

gewassert.

2.6.2 Paraffinierung

Um die entkalkten Knochen in gleichmafige, 3 um dicke Schnitte schneiden zu
kénnen, bendtigten sie Stabilitdt und mussten zuerst in Paraffin eingebettet

werden. Dies erfolgte im Einbettautomaten.

Da Paraffin nicht wasserloslich ist, mussten die Knochen zuerst entwassert
werden. Dies geschah durch Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(Ethanol 70%, 80%, 90%, 100%) und abschlie®end in Xylol. Nun konnten sie in
erwarmten Paraffin eingebettet werden, wodurch das Xylol durch das Paraffin
ersetzt wurde. Es entstanden um den Knochen herum Paraffinblocke, welche

nach dem Erkalten geschnitten werden konnten.

2.6.3 Anfertigung der Knochenschnitte

Zum Anfertigen der Knochenschnitte wurde ein Rotationsmikrotom benutzt.
Dazu wurden die gekuhlten Paraffinblécke in eine Haltevorrichtung eingespannt
und in der am Mikrotom eingestellten Dicke von 3 um geschnitten. Das

Rotationsmikrotom Ubertragt den Schnitt automatisch auf die Wasseroberflache
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eines gekuhlten Wasserbades. Jetzt wurde der neu angefertigte Schnitt mit
Hilfe eines Pinsels vorsichtig auf einen Objekttrager Ubertragen und zur

Fixierung in ein 47°C heilles Wasserbad getaucht.

2.6.4 Farbungen

2.6.4.1 Pentachrom
Die Pentachrom Farbung wurde nach Verhoff (MOVAT Pentachrom nach

VERHOFF, Art.-Nr.:12061) erstellt. Durch fiinf verschiedene Farbstoffe bietet sie
eine gute Differenzierung der unterschiedlichen zellularen und extrazellularen
Gewebskomponenten und ist gut als Ubersichtfarbung geeignet. Das Ergebnis
lasst folgende Unterscheidung zu: Zellkerne blauschwarz, Muskeln rot,
Grundsubstanz blau, Kollagen (Knochen) gelb, Knorpel blau-grin, elastische

Fasern rot.
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Schritt Lésung/Reagenzien Dauer/Einwirkzeit
Entparaffinieren
1 Xylol 00:10:00
2 Xylol 00:10:00
Wassern
3 Ethanol 90% 00:05:00
4 Ethanol 80% 00:05:00
5 Ethanol 70% 00:05:00
6 Ethanol 60% 00:05:00
7 Aqua dest 00:05:00
Vorbehandeln
8 [Essigséaure 3%ig | 00:00:30
Farben
9 Alcianblau 1%ig | 00:30:00
Wassern
10 /Aqua non-dest | 00:02:00
Farben der Kerne
11 Verhoeff Gebrauchslésung | 00:08:00
Beizen
12 [Eisen(lll)chlorid 1%ig | 00:01:00
Waéssern
13 /Aqua non-dest | 00:10:00
Farben Zellplasma
14 Brilliant-Crocein-Saurefuchsin | 00:06:00
Differenzieren
15 [Essigséure 1%ig | 00:00:30
Beizen
16 Phosphorwolframs&ure 2%ig | 00:15:00
Differenzieren
17 [Essigséaure 1%ig | 00:01:00
Entwéassern
18 Ethanol 99% 00:03:00
19 Ethanol 99% 00:15:00
Farben der Fasern
20 Safron du Gatinais 00:15:00
Entwéassern
21 Ethanol 99% 00:02:00
22 Ethanol 99% 00:02:00
23 2-Propanol (Isopropanol) 00:03:00
24 Xylol 00:10:00
25 Xylol 00:10:00
Eindecken
26 [Eindeckmittel
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264.2 Hamatoxylin-EosinG-Farbung
Wie die Pentachromfarbung eignet sich die Hamatyxlin-EosinG-Farbung (HE-

Farbung) als Ubersichtsfarbung. Das Hamatoxylin farbt dabei die basophilen
Bestandteile, wie z.B. die Zellkerne blau. Die azidophilen Substanzen wie das
Zytoplasma und die Kollagenfasern werden durch das saure Eosin in

unterschiedlichen Intensitaten rotlich angefarbt.

4. Tabelle: Hamatoxylin-Fdrbungsprotokoll

Schritt LLésung/Reagenzien Dauer/Einwirkzeit
Entparaffinieren
1 Xylol 00:10:00
2 Xylol 00:10:00
Wassern
3 Ethanol 90% Kurz eintauchen
Ethanol 90% 00:05:00
4 Ethanol 80% Kurz eintauchen
Ethanol 80% 00:05:00
5 Ethanol 76% Kurz eintauchen
Ethanol 76% 00:05:00
6 Aqua dest 00:05:00
Kernfarbung
7 Hamatoxylin 00:10:00
8 Aqua dest Kurz eintauchen
9 FlieRend wassemn 00:10:00
10 Aqua dest 00:02:00
Strukturfarbung
11 Eosin 00:03:00
12 Aqua non-dest 00:00:30
13 Ethanol 76% 00:01:00
Entwédssern
14 2x 96% Ethanol 00:05:00
15 2x 100% Ethanol 00:05:00
16 3x Xylol 00:05:00

Eindecken in Eukitt
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2.6.4.3 a-Smooth muscle actin (a-SMA) - Farbung

Zur Darstellung der Gefalle sowie der glatten Muskulatur wurde die a-SMA

Farbung angewendet. Durch die Anfarbung der glatten GefalRmuskelzellen

konnen etablierte Gefale im Defektraum detektiert und quantifiziert werden.

5. Tabelle: a-Smooth muscle actin (a-SMA) — Fédrbungsprotokoll
Schritt \LésunglReagenzien \Dauer/Einwirkzeit
Entparaffinieren
1 Xylol 00:10:00
2 Xylol 00:10:00
Wassern
3 Ethanol 90% Kurz eintauchen
Ethanol 90% 00:05:00
4 Ethanol 80% Kurz eintauchen
Ethanol 80% 00:05:00
5 Ethanol 76% Kurz eintauchen
Ethanol 76% 00:05:00
6 Aqua dest 00:05:00
Demaskierung
7 Kochen im Citrat-Puffer (pH 6,0) im Dampfgarer >100 °C 00:10:00
8 Auf Raumtemperatur abklhlen lassen 00:30:00
9 Aqua dest 00:05:00
Peroxidaseblock
10 Peroxidase auf Schnitte auftropfen, bei Raumtemperatur 00:10:00
11 Aqua non-dest 00:05:00
12 PBS-Puffer 00:07:00
Inkubation Priméarantikorper
13 monoclonaler mouse anti-ASMA Primarantikérper 01:00:00
14 Aqua non-dest 00:05:00
15 PBS-Puffer 00:07:00
Inkubation Sekundarantikorper
16 Polymer anti-Mouse-HRP, Raumtemperatur 00:30:00
17 Aqua non-dest 00:05:00
18 PBS-Puffer 00:07:00
Detektion
19 ACE Substrat auftropfen und warte bis gewlinschte Intensitat erreicht wird ~00:10:00
20 Aqua dest 00:05:00
Kernfarbung
21 Hamatoxylin 00:10:00
22 FlieRend wassemn 00:10:00

Eindecken in Serumglycerin Gelatine
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2644 CD-68-FARBUNG

CD68 wird besonders von Monozyten im Blut und Gewebemakrophagen

exprimiert, somit hilft es bei der Detektierung von spezifischen Zelltypen,

insbesondere Makrophagen, die es an der Oberflache der Zell-, Endosom- und

Lysosommembranen exprimieren.

6. Tabelle: CD-68 Fdirbungsprotokoll

Schritt |Lésung/Reagenzien

Dauer/Einwirkzeit

Entparaffinieren

1 Xylol 00:10:00
2 Xylol 00:10:00
Wassern
3 Ethanol 90% Kurz eintauchen
Ethanol 90% 00:05:00
4 Ethanol 80% Kurz eintauchen
Ethanol 80% 00:05:00
5 Ethanol 76% Kurz eintauchen
Ethanol 76% 00:05:00
6 Aqua dest 00:05:00
Demaskierung
7 Kochen im Citrat-Puffer (pH 6,0) im Dampfgarer >100 °C 00:10:00
8 Auf Raumtemperatur abkuhlen lassen 00:30:00
9 Aqua dest 00:05:00
Peroxidaseblock
10 |Peroxidase auf Schnitte auftropfen, bei Raumtemperatur 00:10:00
11 Aqua non-dest 00:05:00
12 |PBS-Puffer 00:07:00
Inkubation Primarantikorper
13 |Monoclonaler mouse Anti-CD-68 antibody [KP 1] 01:00:00
14 |Aqua non-dest 00:05:00
15 |PBS-Puffer 00:07:00
Inkubation Sekundarantikorper
16 |Polymer anti-Mouse-HRP, Raumtemperatur 00:30:00
17 |Aqua non-dest 00:05:00
18 |PBS-Puffer 00:07:00
Detektion
19 |ACE Substrat auftropfen und warte bis gewlinschte Intensitat erreicht wird ~00:10:00
20 |Aqua dest 00:05:00
Kernfiarbung
21 |Hamatoxylin 00:10:00
22  |FlieRend wassem 00:10:00

Eindecken in Serumglycerin Gelatine
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26.45 CD-80-FARBUNG

7. Tabelle: CD-80-Fdrbungsprotokoll
Schritt |Lésung/Reagenzien

Dauer/Einwirkzeit

Entparaffinieren

1 Xylol 00:10:00
2 Xylol 00:10:00
Wassern

3 Ethanol 90% Kurz eintauchen
Ethanol 90% 00:05:00

4 Ethanol 80% Kurz eintauchen
Ethanol 80% 00:05:00

5 Ethanol 76% Kurz eintauchen
Ethanol 76% 00:05:00

6 Aqua dest 00:05:00

Demaskierung

7 Kochen im EDTA-Puffer im Dampfgarer >100 °C 00:10:00

8 Auf Raumtemperatur abkuhlen lassen 00:30:00

9 Aqua dest 00:05:00

Peroxidaseblock

10 |Peroxidase auf Schnitte auftropfen, bei Raumtemperatur 00:10:00

11 |Aqua non-dest 00:05:00

12 |PBS-Puffer 00:07:00

Inkubation Primarantikorper

13 |Anti-CD80; 1:200 in AK-Verdinnungspuffer (= 5ug/ml) 01:00:00
Isotypkontrolle: Rabbit IgG

14 |Aqua non-dest 00:05:00

15 |PBS-Puffer 00:07:00

Inkubation Sekundarantikorper

16  |Histofine Simple Stain goat-anti-Rabbit — HRP 00:30:00

17  |Aqua non-dest 00:05:00

18 |PBS-Puffer 00:07:00

Detektion
19 |Substrat auftropfen und inkubieren bis die gewlinschte Farbintensitat erreicht wurde ~00:10:00
20 |Aqua dest 00:05:00
Kernfarbung
21 |Hamatoxylin- Kernfarbung 00:10:00
22  |Blduen in Scott-Puffer 00:10:00

Wassrig eindecken

Die Aufschlisselung nach M1- und M2-Makrophagen wurde immunhistologisch

durchgefuhrt. Zum Nachweis von M1 Makrophagen, des inflammatorischen

Subtyps, verwendeten wir das CD80- Molekdl.
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2646 CD-163-FARBUNG

Zum Nachweis von M2 Makrophagen, des anti-inflammatorischen Subtyps,

verwendeten wir das CD163- Molekdl.

8. Tabelle: CD-163-Fdrbungsprotokoll

Schritt |Lésung/Reagenzien

Dauer/Einwirkzeit

Entparaffinieren

1 Xylol 00:10:00
2 Xylol 00:10:00
Wassern

3 Ethanol 90% Kurz eintauchen
Ethanol 90% 00:05:00

4 Ethanol 80% Kurz eintauchen
Ethanol 80% 00:05:00

5 Ethanol 76% Kurz eintauchen
Ethanol 76% 00:05:00

6 Aqua dest 00:05:00

Demaskierung

7 Kochen im EDTA-Puffer im Dampfgarer >100 °C 00:10:00

8 Auf Raumtemperatur abkiihlen lassen 00:30:00

9 Aqua dest 00:05:00

Peroxidaseblock

10 |Peroxidase auf Schnitte auftropfen, bei Raumtemperatur 00:10:00

11 |Aqua non-dest 00:05:00

12 |PBS-Puffer 00:07:00

Inkubation Priméarantikorper

13 |Anti-CD80; 1:200 in AK-Verdinnungspuffer (= 5ug/ml) 01:00:00
Isotypkontrolle: Rabbit 1gG

14 |Aqua non-dest 00:05:00

15 |PBS-Puffer 00:07:00

Inkubation Sekundarantikorper

16  |Histofine Simple Stain goat-anti-Rabbit —HRP 00:30:00

17  |Aqua non-dest 00:05:00

18 |PBS-Puffer 00:07:00

Detektion
19 |Substrat auftropfen und inkubieren bis die gewtinschte Farbintensitat erreicht wurde ~00:10:00
20 |Aqua dest 00:05:00
Kernfarbung
21 Hamatoxylin- Kernfarbung 00:10:00
22  |Bldauen in Scott-Puffer 00:10:00

Wassrig eindecken
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2.6.4.7 STRO-1 Farbung
STRO-1 ist eine Oberflachenprotein, welches von Stromazellen im

Knochenmark und von erythroiden Vorlauferzellen exprimiert wird. Ein Grol3teil
der STRO-1 exprimierenden Zellen ist in der Lage in viele Zellen zu
differenzieren. Dazu gehoren ,hematopoesis supportive stromal cells with
vascular smooth muscle like phenotype®, Osteoblasten, Chrondrozyten und
Adipozyten (Dennis, J.e. Et al., 202, Cells Tissues Organs 170). Der STRO-1
Antikorper ist der beste bekannte Marker zur Detektion von mesenchymalen

Stammzellen (Ning H et al.,2011).
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9. Tabelle: STRO-1-Fdrbungsprotokoll

Schritt |Lésung/Reagenzien

\Dauer/Einwirkzeit

Entparaffinieren

1 Xylol 00:10:00
2 Xylol 00:10:00
Wassern
3 Ethanol 90% Kurz eintauchen
Ethanol 90% 00:05:00
4 Ethanol 80% Kurz eintauchen
Ethanol 80% 00:05:00
5 Ethanol 76% Kurz eintauchen
Ethanol 76% 00:05:00
6 Aqua dest 00:05:00
Demaskierung
7 Kochen im Citrat-Puffer (pH 6,0) im Dampfgarer >100 °C 00:10:00
8 Auf Raumtemperatur abkihlen lassen 00:30:00
9 Aqua dest 00:05:00
Peroxidaseblock
10 |Peroxidase auf Schnitte auftropfen, bei Raumtemperatur 00:10:00
11 Aqua non-dest 00:05:00
12 |PBS-Puffer 00:07:00
Inkubation Primarantikorper
13  |Monoclonaler mouse IgM #STRO — 1 01:00:00
14 |Aqua non-dest 00:05:00
15 |PBS-Puffer 00:07:00
Inkubation Sekundarantikorper
16 |Polymer anti-Mouse-HRP, Raumtemperatur 00:30:00
17  |Aqua non-dest 00:05:00
18 |PBS-Puffer 00:07:00
Detektion
19  |ACE Substrat auftropfen und warte bis gewlinschte Intensitat erreicht wird ~00:10:00
20 |Aqua dest 00:05:00
Kernfarbung
21 Hamatoxylin 00:10:00
22  |FlieRend wassemn 00:10:00

Eindecken in Serumglycerin Gelatine

2.6.5 Histologische Auswertunq

2.6.5.1 Mikroskopie, Diqgitalisierung, Image J

Damit man die angefarbten Schnitte mit der Software Image J histologisch

auswerten kann, mussten sie zuerst digitalisiert werden. Die Digitalisierung fand
mit Hilfe des Fluoreszenz-Mikroskop HS der Modellreihe BZ-9000 BIOREVO

54



2 Materialien und Methoden

(Keyence GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland) und der dazugehdrigen Software
BZ-1l-Viewer/Analyser (Keyence GmbH, Neu-lsenburg, Deutschland) statt.
Dadurch wurde der komplette histologische Schnitt abfotografiert und zu einem
nicht komprimierten, hochaufgeldsten Kompositbild mit 16 bit Farbtiefe
zusammengesetzt (TIF-Format), welches die Auswertung des gesamten

Defektbereichs erlaubte.

In der Folge wurden diese Bilddateien (siehe 6.5.5.) an einem Computer
ausgewertet. Die Analyse fand mit Hilfe der Software Image-J (National
Institutes of Health, Maryland, USA) statt. Dazu wurde die zu bestimmende
Morphologie, wie der Kalluszuwachs oder die Gefalle, anhand eines
Farben - Threshold markiert und durch die Pixelanzahl quantitativ
ausgemessen. Diese Werte wurden ins Verhaltnis zu der Defektflache gesetzt

und miteinander verglichen.

2.6.5.2 Mikroskopie
Fir die Analyse des Periosts und der induzierten Membran, sowie der CD68-,

der CD80-, der CD163- und der Stro-1-Farbung wurde das Fluoreszenz-

Mikroskop ,AxioObserver® und die Axiocam ICC-1 der Firma Zeiss verwendet.

Mikroskop und Kamera wurden Uber die Software Axiovision gesteuert.
Bildanalysen, z.B. Vermessung von Strecken, wurden ebenfalls mit der
Software Axiovison durchgefuhrt. Fur diese Analysen wurde in der Regel das

20x-Objektiv verwendet.

Vor der Mikroskopie wurde der histologische Schnitt mit Aqua-dest. gereinigt,

um stérende Staubpartikel zu entfernen.

Es wurden von jedem Praparat 5 Aufnahmen erstellt, die zusatzlich zu dem
zentralen Bereich des Knochendefekts die Ubergdnge zwischen Knochen und

Membran bzw. Defekt abdeckten.

Zur Auswertung der STRO-1- und der CD-68-Farbung wurde die Anzahl
positiver Zellen im Membranbereich und im Ubergangsbereich Periosteum-
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Defekt semiquantitativ beurteilt. Dabei wurde eine Staging von 0 (keine positive

Zellen) — 3 (hohe Anzahl positiver Zellen) angewendet.

Die Auswertung der CD-80 und CD-163 Farbungen erfolgte unter Auszahlung
von jeweils 5 Gesichtsfeldern pro Defekt (4 jeweils im Bereich der Frakturenden
und der Membran, 1x zentral). Da Endothelzellen ebenfalls beide Marker
exprimieren konnen, wurden positive Zellen im direkten lokalen Zusammenhang
mit BlutgefalRen nicht berucksichtigt. Zur Bestimmung der M1/M2-Ratio wurden
positive Zellen in den jeweiligen Farbungen (benachbarte Schnitte) ausgezahlt
und die M1/M2-Ratio als Mittelwert Uber 5 Bildausschnitte pro Praparat

berechnet.

Die Langenbestimmung periostealer  Strukturen erfolgte von der
Ubergangszone Periost-Defekt Richtung Defektmitte bis zur nicht sicheren
Identifizierung der Struktur als Endpunkt anhand von Uberlappenden Fotos.

AbschlieRend erfolgte die Aufaddierung der Teilsticke zur Gesamtstrecke.

2.6.6 Knochenmineraldichte

Die Knochenmineraldichte ist ein Mal fir den Kalksalzgehalt pro Rauminhalt im
Knochen und hat somit entscheidenden Einfluss auf dessen Festigkeit. Sie wird
durch Mikrocomputertomografie (WCT) gemessen und wurde im Zentrum der

Physiologie (Frankfurt/Deutschland) durchgeflhrt.

2.7 Statistische Analyse
Die Ergebnisse werden als Boxplot des Medians prasentiert, 25% Quartil und
75%-Quartil bilden den unteren bzw. oberen Rand der Box, Whisker

reprasentieren Minimum und Maximum.

Der nicht parametrische Kruskal-Wallis-Test mit Bonferoni-Holm korrigierter
posthoc Analyse wurde fur den Vergleich zwischen den Gruppen verwendet. Es
wurde die Software Bias 11.02 (Epsilon-Verlag) verwendet. P-Werte < 0.05
werden als statistisch signifikanter Unterschied, p-Werte zwischen 0.05 und 0.1

als ein statistischer Trend gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Aussaateffizienz

Abbildung 6: Fluoreszenzmikroskopie der DAPI Féirbung
— Granulatkorn.

Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopie der DAPI Féirbung
— Granulatkorn in Zellsuspension.

Die roten Pfeile in Abb. 6 und 7 stellen beispielhaft die
positiven DAPI-Zellen dar.

Ob BMC auf Herafil adharieren, wurde mittels DAPI-Farbung und

Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Auf den Bildern zeigt sich, dass Zellen auf
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den Granulatkérnern adharieren (Abb. 6). Ein Teil der Zellen bleibt allerdings in

der Zellsuspension zuruck (Abb. 7).

3.2 Operationsverlauf

Insgesamt wurden 273 Operationen ausgefuhrt und dabei wurden 21
Komplikationen dokumentiert, was zum Ausschluss und zum Ersatz der Tiere
fuhrte. Die haufigste Komplikation stellte der Narkosetod mit insgesamt 13
Tieren dar. Funfmal erfolgte der Ausschluss aufgrund einer Infektion, zweimal
durch eine proximale Femurfraktur wahrend der Knochenentnahme und einmal
durch einen Tod nach der Zementapplikation. Die restlichen Operationen
erfolgten komplikationslos und die Tiere erwachten ohne Probleme aus der
Narkose. Unter der anschlieBenden Tramadol-Behandlung fand ein Tag nach

der Operation eine normale Futter und Wasseraufnahme statt.

Bei drei Ratten fand nach der ersten Operation eine Wunddehiszenz mit
folgender Wundrevision statt, die alle im Verlauf aufgrund von Infektion
ausgeschlossen wurden. Zweimal wurde eine Plattenkorrektur unternommen,
wo anschliefend ein Tier aufgrund von Infektion ersetzt werden musste. Der
funfte infektidse Knochen wurde aufgrund eines granulomatésen Umbaus und

einer Kallushypertrophie ausgeschlossen.

Das Gewicht der Tiere lag am Tag der ersten Operation im Bereich von 330-
4869, zum Zeitpunkt der zweiten Operationbetrug es 465-595g und am Tag des
Sacrifice 510g-750g.

Komplikationen traten nicht gehauft in bestimmten Gruppen auf, signifikante
Gewichtsunterschiede zwischen den Gruppen konnten nicht beobachtet

werden.
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3.3 Histologie

3.3.1 Knochenneubildung _im  Defektbereich _in _Abhdngigkeit __von
Zellbesiedelung und Granulatgré3e

Rl

Abbildung 8: Knochenschnitt mit Pentachromfirbung aus Gruppe 1 (kleines Graﬁulat)

Da sich die Morphologie der Gewebestrukturen des Knochens in der
Pentachrom-Farbung hervorragend unterscheiden lasst (siehe 6.5.4.1.), eignete
sich die Farbung hervorragend als Quantifizierung des Knochenzuwachs in der

Defektzone.

Abbildung 9 stellt die Kallusneubildung der verschiedenen Gruppen dar. Der
groldte Zuwachs an Knochensubstanz ist beim kleinen Granulat mit und ohne
BMC und der Kontrollgruppe 4 (syngener Knochen) festgestellt worden. Mit
steigender GranulatgroRe war die Gewebsneubildung signifikant ricklaufig. Bei
den Gruppen mit groRen GranulatgrofRen ist der niedrigste Knochenzuwachs
gemessen worden. Diese Werte waren signifikant gegentber den kleinen

Granulat und dem syngenen Knochen.

Unter Verwendung von BMC besiedeltem Herafill wurde im Median eine leicht

erhohte Knochenneubildung im Vergleich zur Verwendung des zellfreien
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Materials festgestellt, allerdings nicht signifikant.
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Abbildung 9: Auswertung der Pentachrom-Fdrbung - Dient zur Quantifizierung der
Kallusneubildung im Defektbereich.

SB = Syngener Knochen;, S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofies

Granulat, S+BMC = kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC
besiedeltes Granulat, L+BMC = grofses BMC besiedeltes Granulat. * = p<0.05
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3.3.2 Periostausdehnung __in ___Abhédnqigkeit _von _Zellbesiedelung und
Granulatgré3e

Abblldung ] 0: Bezspzel der Perlvos?ausdehnung bei unbeszedelten mzttelgro/o’en‘
Granulat. Die Pfeile zeigen das Wachstum der periostihnlichen Strukturen.

Zur Analyse des Periostwachstums diente ebenfalls die Pentachromfarbung.
Hierzu wurde der Abstand gemessen, wie weit das Periost ab Defektbeginn in
den Defektbereich hineinwachst. Die Daten wurden als Summe der Strecken
rechter Rand sowie linker Rand angegeben. Umgerechnet entspricht z.B. ein
Wert von 7000 ym einer aufsummierten Einwachsstrecke vom rechten und
linken Frakturrand in den Defekt von insgesamt 7 mm. Bei einer Defektgroflie
von 10 mm ergibt sich somit rechnerisch eine Licke von 3 mm im zentralen
Bereich. Dabei konnte ein signifikanter Unterschied zwischen dem grof3en und
dem kleinen Granulat festgestellt werden, jeweils mit und bzw. BMC-
Besiedelung. Des Weiteren gab es keine Signifikanz zwischen den jeweilig
gleichgroRen Scaffold-Gruppen mit BMC besiedelten und unbesiedelten

Granulat.
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Abbildung 11: Auswertung der Pentachrom-Fdrbung - Nachweis der  Ausdehnung
periostihnlicher Strukturen in den Defektbereich.

SB = Syngener Knochen;, S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofjes

Granulat, S+BMC = kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC
besiedeltes Granulat, L+BMC = grofies BMC besiedeltes Granulat. * = p<0.05
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3.3.3 Zellinduktion in Abhéngigkeit von Zellbesiedelung und Granulatgréf3e
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Abbildung  12:  Auswertung der CDG68-Fdarbung - Dient zur Quantifizierung der
Gewebemakrophagen. In diesem Diagramm ist ein Durchschnitt aus dem Ubergangsbereichs
(vom Periost zur Membran) und der Membran dargestellt.

SB = Syngener Knochen; S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofes
Granulat, S+BMC = kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC
besiedeltes Granulat, L+BMC = grofies BMC besiedeltes Granulat. * = p<0.05

Zur Quantifizierung der Makrophagen diente die CD68-Farbung. Die hochste
Makrophagendichte konnten in den Gruppen mit den kleinen Granulatgrof3en
detektiert werden (Abb.: 12, 13, 14). Mit steigender KorngrofRe ist eine
Abnahme der Makrophagendichte zu verzeichnen, der Rickgang der CDG68
positiven Zellen bei Verwendung des grofen Granulats ist statistisch signifikant
gegenuber Defekten, die mit kleinem Granulat beflullt wurden, sowie als
statistischer Trend (p=0.1) gegenuber den Defekten befullt mit syngener
Spongiosa, nachweisbar. Ein héherer Median konnte im Vergleich der BMC

besiedelten zu den nicht BMC besiedelten Granulat festgestellt werden, jedoch
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war dieser Unterschied ohne statistische Signifikanz. Bei den BMC besiedelten
Granulatklassen lagen auch keine signifikanten Unterschiede zwischen dem

kleinem und grofen Granulat vor.

3.0+ * —
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SB S M L S+BMC  M+BMC  L+BMC

Abbildung 13: Auswertung der CDG68-Fdrbung - Dient zur Quantifizierung der Gewebemakrophagen. In
diesem Diagramm ist die Auswertung der Membran dargestellt.

SB = Syngener Knochen; S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofes Granulat, S+BMC =
kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC besiedeltes Granulat, L+BMC = grofies
BMC besiedeltes Granulat. * = p<0.05

Daruber hinaus sind vergleichbar viele CD68 positive Zellen in dem
Ubergangsbereich (Ubergang des Periost von Knochen zu Defekt) und der

Membran festzustellen.
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Abbildung 14: Auswertung der CD68-Fidrbung - Dient zur Quantifizierung der Gewebemakrophagen.
Indiesem Diagramm ist die Auswertung des Ubergangsbereichs dargestellt.

SB = Syngener Knochen,; S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofes Granulat, S+BMC =
kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC besiedeltes Granulat, L+BMC = grofies
BMC besiedeltes Granulat. * = p<0.05
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CD68 - Ubergangsbereich
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Abbildung 15: Nachweis der CD68 positiven Zellen im Vergleich der verschiedene
Ubergangsbereich. Die roten Pfeile zeigen beispielhaft positiv gefirbte Zellen.
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Abbildung 16: Nacheis der CD68 poitiveﬁ Zellh im Vergleich der verschiedenen Gruppen in der
Membran. Die roten Pfeile zeigen beispielhaft positiv gefirbte Zellen.
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Die Aufschlusselung nach M1- (inflammatorischer Subtypus, CD80-positiv) und
M2-Makrophagen (anti-inflammatorischer Subtyp, CD163 positiv) wurde ebenso

immunhistologisch durchgefuhrt.
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CD163+Gesichtsfeld

Abbildung 17: Auswertung der CDI163-Fdrbung - Dient zum immunhistologischen
Nachweis und Quantifizierung von M2 - Makrophagen.

SB = Syngener Knochen; S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofies
Granulat, S+BMC = kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC
besiedeltes Granulat, L+BMC = grofses BMC besiedeltes Granulat. * = p<0.05

Es konnte eine signifikant erhohte Anzahl CD163 positiver mutmallicher
Makrophagen in Defekten nachgewiesen werden, die mit groRem Granulat
ohne BMC befillt wurden im Vergleich zu Defekten, die mit kleinem Granulat
verfullt wurden. Die Besiedelung mit BMC fuhrte zu einem signifikanten
Ruckgang der CD163+ Population bei Verwendung des grofden Granulats (Abb.
17). Die Population der CD80 positiven inflammatorischen Makrophagen
unterschied sich nicht signifikant in den verschiedenen Versuchsgruppen (Abb.
18). Die Subtypenanalyse ergab eine M1/M2-Ratio zwischen 1,5 und 4,1 in den

Versuchsgruppen mit Ausnahme der Tiere, die groRes Granulat besiedelt mit
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BMC erhielten. In dieser Gruppe konnte eine signifikant erhéhte M1/M2-Ratio
von 16,2 im Vergleich zur syngenen Knochengruppe und der Gruppe “grol3es
Granulat ohne BMC* verzeichnet werden. (Abb. 19).
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Abbildung 18: Auswertung der CDS80-Féirbung - Dient zum immunhistologischen
Nachweis und Quantifizierung von M1 - Makrophagen.

SB = Syngener Knochen; S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofjes
Granulat, S+BMC = kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC
besiedeltes Granulat, L+BMC = grofies BMC besiedeltes Granulat.
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Abbildung 19: Berechnung der M1/M2-Ratio aus der Quantifizierung von M1- (CD80-positiv, Abb. 16)
und M2-Makrophagen (CD163-positiv, Abb. 15)

SB = Syngener Knochen; S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofles Granulat, S+BMC =

kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC besiedeltes Granulat, L+BMC = grofles
BMC besiedeltes Granulat. * = p<0.05
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Sowohl MI-Makrophagen, als auch M2-Makrophagen sind im Grenzbereich zu den

Herafill-Granulat als mehrkernige Riesenzellen lokalisiert. Beide Sorten kénnen aber
auch innerhalb der induzierten Membran und an der Frakturstelle vorliegen.
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3 Ergebnisse

Durch die STRO-1 Farbung konnten mesenchymale Stammzellen in dem
Periost sowie in der Membran quantifiziert werden. Die STRO-1 Zelldichte in
Periost und induzierter Membran (Ratio) unterschied sich nicht signifikant
zwischen den Gruppen. Es konnte ein Trend zu héheren Werten in der Gruppe
.Kleines Granulat+BMC* im Vergleich zur Gruppe ,kleines Granulat® im Bereich
der Membran beobachtet werden (p=0,08) und eine signifikant erhohte Anzahl
im Ubergangsbereich (Abb. 21, 22).
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Abbildung 21: Auswertung der STRO-1 Fdrbung - Dient zur Quantifizierung der mesenchymalen
Stammzellen. In diesem Diagramm ist die Auswertung des Ubergangsbereichs des Periost von Knochen zu
Defekt dargestellt.

SB = Syngener Knochen; S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofies Granulat, S+BMC =

kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC besiedeltes Granulat, L+BMC = grofies
BMC besiedeltes Granulat. * = p<0.05
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Abbildung  22:  Auswertung der STRO-1  Fdarbung - Dient zur  Quantifizierung  der
mesenchymalenStammzellen. In diesem Diagramm ist die Auswertung der Membran dargestellt.

SB = Syngener Knochen; S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofses Granulat, S+BMC =
kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC besiedeltes Granulat, L+BMC = grofies
BMC besiedeltes Granulat.
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3.4 Vaskularisierung

p=0.09

a-SMA%area

SB S M L S+BMC M+BMC L+BMC

Abbildung 23: Auswertung der Alpha-SMA Fdrbung — Dient zur Quantifizierung der
Vaskularisierung

SB = Syngener Knochen;, S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofjes
Granulat, S+BMC = kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC
besiedeltes Granulat, L+BMC = grofies BMC besiedeltes Granulat.

Die Vaskularisierung im Knochendefekt unterschied sich nicht signifikant
zwischen den verschiedenen Untersuchungsgruppen. Wurden BMC besiedelte
Granulate verwendet, konnte bei Verwendung von kleinem Granulat ein
tendentiell héherer Vaskularisierungsgrad im Defektbereich gemessen werden

im Vergleich zu kleinem Granulat ohne BMC (p=0,09) (Abb. 23).
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Abblldung 24: Alpka SMA-Farbung. Darstellung der Vakularlszerung von einem
unbesiedelten kleinen Scaffold der Gruppe 1. Die roten Pfeile markieren beispielhaft
angefdrbte Blutgefdfe.

Blutgefdfse sind generell nicht gleichmdfsig tiber den Defekt verteilt, tendenziell sind
Gefifse eher an den Frakturenden und in Nachbarschaft zu Muskelgewebe und der
Membran gehduft lokalisiert wie in dieser Abbildung beispielhaft dargestellt.
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3.5 Knochenmineraldichte (Bone Mineral Density)
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Abbildung 25: Auswertung der BMD, alle Gruppen im Vergleich zum Referenzknochen

SB = Syngener Knochen; S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grofses Granulat, S+BMC =
kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC besiedeltes Granulat, L+BMC = grofles
BMC besiedeltes Granulat, Ref = Referenzknochen.
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Abbildung 26: Auswertung der BMD, autologer Knochen vs zellfreies Granulat vs Referenzknochen

SB = Syngener Knochen; S = kleines Granulat, M = mittleres Granulat, L = grof3es Granulat, Ref =
Referenzknochen.

Die Knochenmineraldichte im Defektbereich war bei Verwendung der kleinen
GranulatgroRe signifikant erhdht im Vergleich zu Knochendefekten, die mit dem
grolten Granulat beflllt wurden (p<0.05). Die Mineralisierung in Defekten
beflllt mit syngener Spongiosa war im Median leicht erniedrigt gegenuber
Defekten, die mit kleinem Granulat beflllt wurden. Wurden BMC besiedelte
Granulate verwendet, so zeigte sich ebenfalls eine erhdhte BMD bei
Verwendung des kleinen Granulats im Vergleich zur mittlerern Gréfze (p=0.06,

Trend) und zum grof3en Granulat (p<0.05).

71



1.3

p<0.05vs M, L
| 5 p=0.007 ==
p=0.13
2
E - p=0.06
= p=0.002
__ p=0.24
1 —
0.9-
SB S+BMC M+BMC L+BMC Ref

Abbildung 27: Auswertung der BMD, autologer Knochen vs besiedeltes Granulat vs Referenzknochen

SB = Syngener Knochen, S+BMC = kleines BMC besiedeltes Granulat, M+BMC = mittleres BMC
besiedeltes Granulat, L+BMC = groffes BMC besiedeltes Granulat, Ref = Referenzknochen.

Der direkte Vergleich zwischen unbesiedelten und BMC-besiedelten Granulaten
zeigte eine teilweise signifikant erniedrigte Knochenmineraldichte in den BMC-
Gruppen. Dieser Unterschied war statistisch signifikant flr die mittlere
GranulatgroRe (p<0.05), ein statistischer Trend konnte bei Verwendung des

gro3en Granulats verzeichnet werden (p=0.12).

Nichtsdestotrotz ist festzuhalten, dass die Knochenmineraldichte in den
Defektbereichen deutlich niedriger ist als die entsprechenden Werte der

Referenzknochen.

78



4 Diskussion

4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss der Korngrole des
Knochenersatzmaterials Herafill auf die BMC-unterstitzte Therapie eines
kritischen Knochendefekts unter Verwendung der induzierten Membrantechnik

nach Masquelet im Knochendefektmodell am Rattenfemur zu evaluieren.

Mit der Masquelet-Technik ist ein zweistufiges operatives Verfahren zur
Rekonstruktion von Knochendefekten angewendet worden (siehe 3.2
Masquelet-Technik). Es gibt insbesondere zwei bekannte Techniken die
signifikant die Prognose flir grof3e diaphysare Knochendefekte verbessern und
klinische Anwendung finden. Zu einem die llizarov-Technik und die Masquelet-
Technik. Jedoch zeigte sich die llizarov-Technik technisch anspruchsvoller und
signifikant  komplikationsreicher, u.a. im Bezug auf Schmerzen,
Pseudoarthrosen und Infektionen (Tong et al., 2017; Tarchala et al., 2016).
Somit kdnnte die Masquelet-Technik, geflllt mit dem richtigen Transplantat, in
Zukunft zum Goldstandard langstreckiger Knochendefekte werden (Gouron et
al., 2016). Die Technik wird meistens in Kombination mit der ASP angewendet.
Jedoch ist die Menge von autologen Knochenersatzmaterial sehr begrenzt. Es
kommt meistens zu Entnahmemorbiditaten und es besteht immer die Gefahr
der Transplantatresorption und Nekrose. Alternativ gibt es viele in Studien
getestete Knochenersatzmaterialien (siehe 4.2 Knochenersatzmaterialien). Z.B.
beschreibt Bosemark et al. (2015), dass B-TCP mit der Granulatgréf3e von 0,5
mm in Kombination mit BMP-7 (25ug pro Defekt), unter Verwendung der
Masquelet-Technik im Rattenfemurmodell, zur Knochendefektheilung fuhren

kann.

Die Technik der induzierten Membran in Kombination mit Herafill wurde in

dieser Arbeit das erste Mal angewendet.

Es konnte durch die Kombination der induzierten Membran und des Herafill-
Granulats ein signifikanter Einfluss der GranulatgroRe bezlglich der

Knochenneubildung und der Knochenmineraldichte nachgewiesen werden,
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4 Diskussion

wobei die Knochenmineraldichte noch deutlich unter dem Wert des gesunden
Knochengewebes liegt. Die histologische Untersuchung zeigte, dass die kleine
GranulatgroRe, im Vergleich zur Grolden, eine signifikante Zunahme der
Knochenneubildung im Defektbereich bewirkt, welche im Umfang gleichwertig
zum syngenen Knochen ist. Zu erwahnen bleibt, dass die Leerflachen bei dem

groRen Granulat auch grofRer sind.

Diese Befunde stehen generell im Einklang mit Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen, die einen Einfluss der PartikelgroRe, Oberflachenkonnektivitat
und Packungsdichte auf Knochenbildung und Remodeling beobachten konnten.
Coathup et al., (2013) zeigte an einem Schaf-Femurdefektmodell, dass die
GroRe von 250-500 um silicate-substituted calcium phosphate Granulat
forderlich fur die Heilung von Knochendefekten ist. Noch kleineres Granulat
fuhrte nicht zur Konsolidierung und wurde phagozytiert. Prieto et al., (2015)
konnte unter Verwendung von einem Allograft-Polymer-Komposits in einem
Hasen-Femurdefektmodell zeigen, dass es bei sehr kleinem Granulat (<105
Mm) zu einer signifikant schlechteren Knochenheilung nach 12 Wochen kommt

als bei groRerem Granulat (105 — 500 pm).

Ein weiterer wichtiger Aspekt fur die Knochendefektheilung ist die
Vaskularisierung der Defektzone. Bezuglich der Vaskularisierung wurde kein
signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (kleines, mittleres,
grolRes Granulat) beobachtet. Hier bewirkten BMC bei Verwendung des kleinen
Granulats eine leicht verbesserte Vaskularisierung. Die Unterschiede im
Vaskularisierungsgrad konnten sich moglicherweise nach 8 Wochen
Heilungszeit nivelliert haben. Janko et al. (2018) belegt eine gesteigerte
Vaskularisierungsaktivitdt durch BMC in der friihen Heilungsphase, wahrend

nach 8 Wochen die Blutgefaldichte im Defektbereich signifikant abnimmit.

Die knocherne Durchbauung und die Knochenmineraldichte, konnten durch
BMC nicht weiter gesteigert werden. Der geringe Effekt der BMC auf
Knochenheilung und Vaskularisierung konnte in der relativ geringen Adhasion

der BMC an dem hydrophoben Herafill begrindet liegen. Die herabgesetzte
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Aussaateffizienz koénnte zu einer verringerten BMC-Konzentration im
Knochendefekt fuhren. Aus diesem Grund wurde auch die verbleibende
Zellsuspension mit der Menge von einer Million Zellen, welche pro Defekt
vorgesehen war, mit dem Transplantat in den Defektbereich hinein gegeben. Ob
das tatsachlich zu einer Verbesserung des BMC-Effekt fihren kénnte, ist nicht
klar. Es kann auch sein, dass bei nicht adharierten Zellen ohne Anschluss an
Zellkommunikation schnell die Apoptose induziert wird. Ein weiterer Aspekt
konnte sein, dass durch die chemische Komposition des Herafills schon eine
maximale Stimulierung der lokalen Regenerationskapazitat im Defekt erfolgte,
die sich durch zusatzliche BMC nicht weiter signifikant steigern lie3. Diese
Annahme wird durch vergleichende Beobachtungen gestutzt, dass z.B.
zellfreies Knochenersatzmaterial auf B-TCP-Basis erst nach Besiedelung mit
regenerativ wirkenden Zellen eine signifikante knochenaufbauende Wirkung
aufweist (Seebach et al, 2015). Zu diskutieren bleibt, dass die
Knochenmineraldichte bei dem BMC besiedelten Granulat signifikant geringer
ausgefallen ist wie bei den Unbesiedelten, was zunachst Paradox erscheint, da
bei dem besiedelten Granulat ein leicht erhdhter Trend von Makrophagen zu
beobachten war, welche ausschlaggebend an der Homobostase der
Knochenmineralisierung beteiligt sind (siehe 2.4). Es konnte sein, dass durch
die Membran und deren Impermeabilitat, die das Transplantat eigentlich vor
schneller Resorption schutzt, es durch die Zellsuspension, welche immer mit in
den Defektbereich gegeben wurde, zu einer langsameren bzw. spater
beginnenden Knochenmineralisierung und Dichte kommt. Ferner ware es auch
vorstellbar, dass die BMC, die viele Immunzellen enthalten, durch das Herafill
proinflammatorisch aktiviert werden, entsprechende Mediatoren freisetzen und

somit die Mineralisierung initial inhibiert wird.

Ein weiterer Faktor, der zu einer verbesserten Knochenheilung fuhren kann, ist
das signifikant gesteigerte Wachstum von Perioststrukturen in den
Defektbereich in Gruppen, die kleines Granulat erhielten. Somit hat die
GranulatgroRe entscheidenden Einfluss auf das Wachstum der Knochenhaut,

die durch das groRe Reservoir an mesenchymalen Stammzellen und
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Osteoprogenitorzellen ein wichtiger Faktor bei der Knochenheilung von
kritischen Defekten ist (Arnsdorf et al., 2009; DeBari et al,. 2008; Yu er al.,
2010). Nau et al. (2016) konnte einen positiven Effekt auf die
Knochendefektheilung von vitalem Periost zeigen, welches in den
Knochendefekt implantiert wurde. Allerdings ist noch nicht verstanden, wie die
mechanischen und strukturellen Eigenschaften des Periosts auf endogene,
mechanische und biophysikalischen Signale bei traumatischen Verletzungen
reagieren. Das Beinhaltet auch die Regeneration und das Wachstum von
Periost Uber den Knochen post Trauma (Chang et al., 2012). Eigenen
Beobachtung zur Folge kdnnte es wichtig sein, dass das Periost unmittelbar bei
Defektbeginn auf ein osteokonduktiven Stoff trifft, wie hier das Granulat.
Andererseits besteht die Gefahr, dass es nach medial Uber das Knochenende
abknickt, was die Gefahr einer Pseudoarthrose birgen kénnte. Aus diesem
Grund ist die GranulatgroRe und die damit einhergehende hohere
Packungsdichte des Granulats von besonderer Bedeutung. Durch eine kleinere
GranulatgroRe und eine hdhere Packungsdichte wird diese Moglichkeit

wahrscheinlicher.

Des Weiteren beschreibt Cuthbert et al. (2013) die architektonischen
Gemeinsamkeiten der Membran und des Periost. Es konnten Uberwiegend
vergleichbare Werte in der Neoangiogenese, in der Expression von
Wachstumsfaktoren und und in der molekularen Analyse, im Vergleich des RNA
Profils von den mesenchymalen Stammzellen im Periost und der Membran,
aufgezeigt werden. Es wird der Bergriff des induzierten Periosts, anstatt der
induzierten Membran vorgeschlagen. Auch in dieser Studie sind die Zellen in
der Membran sowie im Periost miteinander verglichen worden und es konnte
kein Unterschied in der Anzahl der Makrophagen und mesenchymalen
Stammzellen festgestellt werden. Es ist wahrscheinlich, dass wahrend der
Entstehung der Membran der Grof3teil der Zellen, die die Membran bilden aus
dem Periost stammen, bzw. sie eine Weiterfiuhrung des Periosts ist, da die
Membran eine sehr ahnliche Morphologie und Zellkultur wie das Periost

aufweist und der Ubergang oft mikroskopisch nicht einfach zu definieren ist.
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Fernerhin kbnnte es sein, dass bei dem kleinen Granulat ein besserer Einfluss
von osteoinduktiven Zellen aus den umliegenden Gewebestrukturen, wie dem
Knochenmark, ermdglicht wird. Hier gibt es mehr kleine Zwischenraume in die
Zellen einwandern koénnen und es nicht durch ein groles Granulatstick zu
einer Obstruktion mit konsekutiver Fluss/Zellkommunikationsbehinderung
kommt. Somit konnte durch die kleine Granulatklasse eine bessere
Zellproliferation und Zellmigration aus dem Knochenmark/Periost ermdglicht

werden.

Darlber hinaus besitzt das kleine Granulat im Vergleich zu den gréfleren
Granulatklassen eine grol3eres Oberflachen-/\Volumenverhaltnis und bietet
somit eine groRere Oberflache mit der die Immunzellen reagieren konnen.
Phagozyten wie Monozyten und Makrophagen sind die ersten Zellen, die auf
Fremdmaterial durch Aktivierung, Adhasion, Migration und Polarisation
reagieren. Makrophagen sind heterogene Zellen mit verschiedenen
Subpopulationen mit teilweise flieRenden Ubergangen (Wu et al., 2013). Nach
einer Fraktur kommt es zur Einblutung in den Defektspalt und zum
konsekutiven Hamatom, welches von Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten infiltriert wird. Durch die eingewanderten Zellen werden
verschiedene Zytokine und Chemokine freigesetzt, die u.a. zur weiteren
Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen aus der Zirkulation und dem
angrenzenden Knochenmark und Periost flhrt. In Abhangigkeit von dem lokalen
Mediatorenmilieu werden sie zum M1 oder M2-Subtyp polarisiert (Ogle et al.,
2016). In dieser Arbeit war die relative Anzahl der Makrophagen (CDG68 positiv)
bei Verwendung des kleinen Granulats signifikant erhéht. Die Zellen waren nicht
gleichmafig uber den Defekt verteilt, sondern waren hauptsachlich zwischen
Knochengewebe und Granulat sowie auf der zementzugewandten Seite der
induzierten Membran lokalisiert. Die Ratio von M1 zu M2-Makrophagen
bewegte sich jedoch in allen Gruppen auf einem vergleichbaren Niveau mit
Ausnahme der Tiere, die groRes Granulat besiedelt mit BMC erhielten. In dieser
Gruppe konnte eine signifikant erhohte M1/M2-Ratio im Vergleich zur syngenen

Knochengruppe und der Gruppe “grofes Granulat ohne BMC® verzeichnet
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werden. Verallgemeinernd kann jedoch fir alle Versuchsgruppen eine eher
proinflammatorische Polarisation der Monozyten verzeichnet werden. Es konnte
in dieser Arbeit eine steigende relative Makrophagendichte bei Verwendung des
kleinen Granulats mit steigender Knochenneubildung und einhergehendem
ausgepragteren Wachstum des Periosts beobachtet werden. Der Anstieg der
relativen Makrophagendichte bei aktiver Knochenneubildung ist auch von

Alexander et al. (2011) gezeigt worden.

Herafill-Granulat besteht aus Kalziumsulfat, Kalziumkarbonat und hydrierten
Triglycerid-Tripalmitat als Bindungsmittel (Firmenangabe). Palmitat ist eine
gesattigte, nicht veresterte Fettsaure (NEFA), die eine proinflammatorische
Reaktionen in humanen Monozyten auslost. So wird durch Palmitat die
Freisetzung von IL-6, TNF-a (Inflammation), MCP-1 (Chemotaxis) und VEGF
(Angiogenese) induziert (Kitahara et al, 2017). Das koénnte ein Vorteil
gegenuber herkommlich verwendeten Knochenersatzmaterialien sein. So
wurde Vollblut der Ratte fur 24h mit Herafill inkubiert, was zu einer deutlich
verstarkten Freisetzung von proangiogenen und chemotaktisch wirksamen
Mediatoren im Vergleich zu syngenem Knochen oder B-TCP-Granulat flhrte.
Hinzu konstatiert Brodbeck et al., (2002), dass eine hydrophile oder anionische
Oberflache eines Knochenersatzstoffs die Apoptose und eine Inhibition der
Verschmelzung von den Makrophagen auslést. Wohingegen das bei einem
hydrophoben, kationischen Knochenersatzstoff nicht der Fall ist. Da das
Bindungsmittel Tripalmitat des Knochenersatzmaterials Herafill hydrophobe
Eigenschaften besitzt, konnte dies zu dem stimulierenden Effekt auf die
Makrophagen-Reaktion beitragen. Obendrein konnte gezeigt werden, dass
erhohte  Palmitatkonzentrationen die Polarisierung von Makrophagen
beeinflussen und deren Reaktivitat gegenuber inflammatorischen Stimuli, Gber
die Aktivierung von JNK-Kinasen, erhéhen kann (Riera-Borull et al, 2017). Des
Weiteren wurde belegt, dass hohe Palmitatdosen die Differenzierung von
Makrophagen aus dem Knochenmark zum anti-
inflammatorisch/prozessregulierend wirkenden M2-Subtyp unterstitzt. Bei

schon polarisierten Makrophagen 16st Palmitat jedoch proinflammatorische
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Antworten aus (Xiu et al, 2016). All die genannten Effekte auf Makrophagen und
Monozyten sind auf Grund der Wichtigkeit dieser Zellen auf die Knochenheilung

(siehe 2.4) von besonderem Interesse.

Zusammenfassend st festzustellen, dass die GranulatgroRe des
Knochenersatzmaterials Herafill einen signifikanten Einfluss auf die Heilung
eines kritischen Knochendefekts in Kombination mit der Masquelet-Technik
aufweist. Granulat in der GroRenordnung von 0,5 mm — 1,0 mm flhrte zu einer
signifikant besseren Knochenheilung und zu einem signifikant besseren
Periostwachstum im Vergleich zu groReren Granulatklassen. Ein Einfluss auf
die Vaskularisierung im Defekt in Abhangigkeit von der GranulatgroRe konnte
nach der achtwochigen Heilungszeit retrograd nicht nachgewiesen werden.
Vaskularisierung und Knochenheilungsparameter konnten durch BMC-
Transplantation nur in geringem Male verbessert werden. Herafill (kleines
Granulat) fuhrte in situ zu einer erhohten Akkumulation von Makrophagen, die

mehrheitlich dem inflammatorischen Subtypus M1 zugeordnet werden konnten.
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5 Zusammenfassung
Diese Arbeit stellte den Versuch dar, eine optimale GranulatgroRe des

Knochenersatzmaterials Herafill fur die Knochenheilung im Femurdefektmodell
der Ratte mithilfe der Masquelet-Technik zu finden und zusatzlich zu
analysieren, ob sich durch die Verwendung von mononuklearen
Knochenmarkszellen eine weitere Verbesserung der Knochenbruchheilung
dokumentieren Iasst.

Fur diese Studie wurden sieben verschiedene Gruppen erstellt, die sich anhand
des Transplantats unterschieden (kleines, mittleres, groRes Granulat jeweils
mit/ohne BMC; syngener Knochen). Fur das Tiermodell wurde die Ratte vom
Sprague Dawley Stamm gewahlt und die Versuchstiergruppen wurden nach
einem vor Versuchsbeginn erstellten Randomisierungsmuster operiert.

Die Operationstechnik nach Masquelet ist eine bereits vielmals publizierte
Operationstechnik, wohingegen der verwendete Knochenersatzstoff Herafill von
Heraus erst einmalig in der Literatur als Antibiotikatrager gemischt mit
Knochenchips beschrieben wurde.

Die Rattenfemura wurden nach den operativen Eingriffen fur die Anfertigung
mehrerer immunhistochemischer Farbungen aufbereitet und anschliel3end
gefarbt. Die histologische Analyse der Knochen erfolgte zu einem anhand von
hochauflésenden Ubersichtsbildern der gesamten Defektzone und zu anderem
von hochvergroRerten Detailaufnahmen. Die pCT-Analyse wurde am Vascular
Research Center (Uniklinikum Frankfurt) durchgefuhrt.

Parameter far die Auswertung waren: Knochenneubildung,
Knochenmineraldichte, Vaskularisierung, Periostwachstum, Quantifizierung von

MSC, Quantifizierung von Makrophagen und deren Subtypus.

Durch die Versuche konnte die Hypothese, dass sich eine geeignete
GranulatgroRe positiv auf die Knochenneubildung beim CSD auswirkt, bestatigt
werden. Es konnte festgestellt werden, dass das Granulat in der
GroRenordnung von 0,5 mm - 1,0 mm zu einer signifikant besseren

Knochenheilung und zu einem signifikant besseren Periostwachstum im
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Vergleich zu groReren Granulatklassen fuhrt. Des Weiteren flhrte das kleine
Herafill-Granulat in situ zu einer erhohten Akkumulation von Makrophagen, die
mehrheitlich dem inflammatorischen Subtypus M1 zugeordnet werden konnten.
Weiterhin konnte retrograd kein Einfluss auf die Vaskularisierung im Defekt in
Abhangigkeit von der GranulatgroRe nach achtwochiger Heilungszeit
nachgewiesen werden. Durch die BMC-Transplantation konnten nur in
geringem Male Vaskularisierung und Knochenheilungsparameter verbessert

werden.

Es lasst sich sagen, dass das Knochenersatzmaterial Herafill in geeigneter
KorngroRe eine starke immunologische Reaktion auslost, was die Zellmigration
verstarkt und sich positiv auf die Knochenheilung auswirkt, sodass teilweise
vergleichbare bis leicht verbesserte Ergebnisse im Vergleich zu dem syngenen
Knochen erzielt wurde, welcher den aktuellen Therapiestandart der autologen
Spongiosaplastik reprasentiert. Besonders im Hinblick auf die begrenzte
Verfugbarkeit der ASP und deren Entnahmemorbiditdten koénnte das
Knochenersatzmaterial Herafill in Anwendung mit der Masquelet-Technik

bedeutungsvoll werden.
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5 Zusammenfassung

5.1 Summary / English version

This research aims to find the perfect granules size of Herafill, the bone
substitution material, using the Masquelet technique to reconstruct a critical size
defect on rat femur. In addition, we investigated wether the use of bone marrow
mononuclear cells (BMC) brings additional benefit to the fracture healing.

For this study seven groups, which differed by their transplant (i.e. small, middle
or big granules with or without BMC) were created.

We choose the Sprague Dawley rat for our animal model and the groups were
operated according to a randomization pattern.

The Masquelet technique is an already widely used surgical technique, whereas
the bone substitute Herafill which is produced by Hereus was just once
described in the literature as an antibiotic carrier mixed with bonechips.

After the surgical procedure, the rat femurs were processed for the
immunohistochemical staining and afterwards strained. The histological
analysis of the bones was performed on the basis of high-resolution overview
images of the entire defect zone and also on highly magnified detailed images.
The puCT analysis was performed at the Vascular Research Center (Uniklinikum
Frankfurt).

The parameters for the evaluation were: new bone formation, bone mineral
density, vascularization, periosteal growth, quantification of MSC, also the
quantification of macrophages and their subtypes.

The experiments confirmed the hypothesis that a suitable granule size has a
positive effect on the formation of new bone in CSD. It was found that the
granule of the order of 0.5 mm - 1.0 mm leads to a significantly better bone
healing and to a significantly better periosteal growth compared to larger
granule classes. In addition, the small Herafill granules led to an in-situ
increased accumulation of macrophages, which could be attributed to the
majority of the inflammatory macrophages subtype M1. However, retrograde
effects on the vascularization of the defect as a function of the granule size after
8 weeks of healing time could not be demonstrated. By BMC transplantation,

only a small amount of vascularization and bone healing parameters could be
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5 Zusammenfassung

improved.

Our experiments have demonstrated that in a suitable particle size, the bone
substitute material Herafill triggers a strong immunological reaction, which
enhances cell migration and has a positive effect on bone healing. These
results are partially comparable and slightly improved compared to the
syngeneic bone, which represents the autologous spongiosaplasty the current
“gold standard”. Especially from the viewpoint of the limited availability of ASP
and its associated comorbidities, the bone substitute material Herafill used in

the Masquelet technique could become a more widely used alternative.
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ASP - autologe Spongiosaplastik

BMC - Mononukleare Knochenmarkszellen

BMD - Knochenmineraldichte

BTE - bone tissue engineering

BMP-2 - bone-morphogenetic-protein-2

ca. - circa

CSD - critical size defect

EPC - Endotheliale Vorlauferzellen

aar. - Geringgradig

HPC - hamatopoetischen Vorlauferzellen

hgr. - Hochgradig

IL-1 - Interleukin-1

M-CSF - macrophage colony-stimulating factor

mgqr. - Mittelgradig

MSC - Mesenchymale Stammzellen

OPG - Osteoprotegerin

PDGF - platelet-derived growth factor

RANK-Ligand - receptor for activation of nuclear factor kappa-b
ligand

SMA - smooth muscle antigen

SDF-1 - stromal cell-derived factor-1

TE - tissue engineering

TGF-B2 - transforming growth factor-beta 2

TNF-a - Tumor Nekrose Faktor-Alpha
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u.a. - unter anderem

VEGF - vascular endothelial growth factor
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