Aus dem Fachbereich Medizin
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat

Frankfurt am Main

betreut am
Zentrum der Chirurgie
Klinikum flar Unfall-, Hand- und Wiederherstellungschirurgie

Direktor: Prof. Dr. Ingo Marzi

Ersatz der induzierten Masquelet-Membran durch eine
Kombination aus dezellularisierter Dermis und reparativen

Zellen in Hinblick auf den zellularen Besatz

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin
des Fachbereichs Medizin
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat

Frankfurt am Main

vorgelegt von
Tobias Kolb

aus Risselsheim am Main

Frankfurt am Main, 2022



Dekan:

Referent:

Korreferent/in:

Tag der mindlichen Prufung:

Prof. Dr. Stefan Zeuzem
Prof. Dr. Dirk Henrich

Prof. Dr. Roland Kaufmann
17.10.2022



Inhaltsverzeichnis

1 EINIGIHUNG ... et e e 1
1.1 KNOChENNEIIUNG. ... 1
1.1.1 Direkte (primare) Knochenheilung..............ccoooiiiiiiiiiic e, 2
1.1.2 Indirekte (sekundare) Knochenheilung..................uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 2
1.2 TISSUE ENGINEEIING ....eeeiiiiiiei e e e et e e e e e e e ettt e e e e e e e e e eeabtb e e e eeaaaeeannes 3
1.3 B-Tri-Calcium-Phospat (B-TCP) ......uuuiii it e e 5
1.4 OsteoiNAUKLIVE ZEIEN .......ccoiiie e 5
1.5 Masquelet TECNIK ......ouuieiii e e eaaaes 7
S = 011 U URRPPPRRPRN 8
1.7 Ziel der ArD@IL.......eeee e 10
2.Material und Methoden: .........oouiiiii e 11
2 MAEETIAL ... 11
2.1.1 Gerate und Material ...........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 11
2.1.2 ChemiKalEN .....oooii s 13
2.1.3 ANEKOIPEE ... a e e aaaaa 15
214 MediKamente ... 15
2.1.5 Chirurgische INStrumMeNnte ...........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
2.2, MENOTEN ... 16
2.2.1 Auswahl und Pflege der TIiere .........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeee e 16
2.2.2VersuchSaufDaU ...........uiiiiiiiii s 17
2.2.3 Isolierungen der BMC aus der Spenderratte ...........ccccooooeiiiiiiiiiieiieeneeenn, 18
2.2.4 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer.............ccccccvvvvvvenennnen. 18
2.2.5 Beladung der Epiflex-Membran............cccccov i 19
2.2.6 Beladung des B-TCP.....couiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee ettt 20
2.2.7 Erfolgskontrolle mittels DAPI ..o 20
2.2.8 Operation der VersuchSstiere ............ooouuiiiiiiiiiiiieie e 21
2.2.9 Markierung der TiEre ... ..coii i e e e e e e e eeeees 23
2.2.10 Postoperative Versorgung der Versuchstiere ...........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiinennnnn. 24
2,211 SACHTICE ..t 24
2.2.12 Dekalzifizierung der KNOChEN..........ccouvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 25
2.2.13 Einbettung und Schneiden der Knochen ... 25
2.2.14 Entparaffini@rung.........cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26
2.2.15 MOVAT-Farbung (Ubersichtsfarbung Knochen-Knorpel) ...........c..c........... 26
2.2.16 CD68-Farbung zum Nachweis von Makrophagen..........cccccccvvvvviviinnnnnnnne. 27
2.2.17 Von-Willebrand Farbung zum Nachweis unreifer Blutgefale .................... 28
2.2.18 a-SMA Farbung zum Nachweis reifer Blutgefalle.............cccccoriiiiiiinnnnnn. 29
2.2.18 CAE Farbung zum Nachweis neutrophiler Granulozyten...........ccccccccc...... 29
2.2.19 Auswertung der Farbungen.............ccccviiiiiiiiiiie 29



2.3 S AtIS K - eeneee e 30

3. BrgebniSSe. . ..o 31
3.1 Kontrolle der B-TCP-Beladung mit BMC Uber die DAPI-Farbung....................... 31
3.2 Chirurgische KompPliKatioNEN ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeaees 31
3.3 Beurteilung der Knochenneubildung mittels MOVAT ..........cccooiiieiiiieiicie, 32
3.4 Beurteilung des EntzUNAUNGSVOIrganJS ..........uuuuuuuuumueruemeiiiieiieeeniennnnnnnnnnenennnnnnns 37

3.4.1 CAE-FArDUNG ....cooiiiiiii e e e et a e e e e eaenes 37
3.4.2 CDB8-FArbUNG .......ccceiieieeeeeee e 41

3.5 Beurteilung der ANGIOGENESE .......cccoiiiiiiiiiiii e 46
3.5 1 VWE-FArDUNG ..ot e e e e e eaeees 46
3.5.2 A-SMA-FArbUNG ..o 50

D 1= (U 1= T 54

0 N OO O

4.1 Die Epiflex-Membran ist ein vergleichbares Medium zur Knochenheilung im
Vergleich zur induzierten Membran ............oooii i 55

4.2 Die Epiflex-Membran ist immunologisch nicht reaktiv und fuhrt auch in
Kombination mit BMCs nicht zu einer gesteigerten Entzindungsreaktion ............... 57

4.3 Die Epiflex-Membran bildet kein Hindernis flr die Vaskularisierung und wird im
gleichen Umfang im Vergleich zur induzierten Membran mit GefaRen durchzogen .59

4.4 Einfluss der BMCs auf den HeilungSprozess ............ooeuuiieeiiieeeiieeiiiicee e 60
4.5 Das einzeitige Verfahren ist dem zweizeitigen Verfahren nach Masquelet nicht
0] 01 (=14 [=To =T o PP PPPPPPPP 63
. ZUSAMMENTASSUNG .. ..coiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e e e e e ea it aaeeeeeeeeeeaataaaaeeeaeesennnes 66
S UIMIMIAIY e 68
cQUEIIEIN <. a e 70
AN NG 84
8.1 AbKUIrZUNGSVEIrZEICNNIS . ... .. i 84
8.2 ADDilduNgSVErZEIChNIS .........uiiiii e 85
8.3 TabellenverzeiChnis.......... ... 85
8.4, DANKSAGUNG ... 86
8.5. Schriftliche ErkIArung.......... .. eeeeeeeeeennnnes 87



1. Einleitung

Knochendefekte sind ein haufig anzutreffendes Krankheitsbild im klinischen
Alltag. |hre Entstehung ist multifaktoriell, wie etwa Trauma, onkologische
Resektion oder Osteomyelitiden. Gerade groRe Defekte stellen eine
Herausforderung fiir Behandler, Patient und das Gesundheitssystem dar'-2. Heilt
ein Knochendefekt auch bei korrekter Stabilisierung mittels Osteosynthese nicht
in der Lebenszeit des Patienten aus, spricht man von einem ,Critical Size Defect*
(CSD)3. Diese Defekte bendtigen eine zusatzliche Versorgung, wie etwa allogene
Knochentransplante - zum Beispiel ein Stiick Beckenkamm. Die Vorhersage, ob
ein gegebener Knochendefekt kritisch ist, ist allerdings nach wie vor sehr
schwierig, da es von vielen verschiedenen Faktoren, wie etwa dem umliegenden
Weichteilgewebe, Blutversorgung, Menge des fehlenden Knochens*, etc.
abhangig ist>8. Ein kritische Grenze, bei der die Rate an CSD stark ansteigt,
scheint allerdings ein Defekt von mehr als ein bis zwei Zentimetern oder ein

Verlust der Zirkumferenz um mehr als 50% zu sein34.

1.1 Knochenheilung

Die Knochenheilung beschreibt das Wiederherstellen der Knochenkontinuitat
nach Verlust dieser. Das Besondere am Organ ,Knochen® ist jedoch, dass der
Knochen auch im Erwachsenenalter noch zur Regeneration fahig ist und nicht
durch minderwertiges Narbengewebe ersetzt wird’. Dieser Prozess ist jedoch
hochkomplex und beinhaltet das Zusammenspiel einer Vielzahl von Zellen,
Umgebungsfaktoren und Proteinen. Um ungehindert ablaufen zu kénnen,
bendtigt die Knochenheilung osteogene Zellen, Wachstumsfaktoren, eine
geeignete mechanische Umgebung® und eine osteokonduktive extrazellulare
Matrix (diamond concept) °. Dariiber hinaus spielen viele weitere beeinflussbare
und nicht beeinflussbare Faktoren hinein wie der Ernahrungszustand des
Patienten, Vorerkrankungen wie Diabetes oder Osteoporose, Alter und
Nikotinabusus oder auch die Dauermedikation des Patienten wie NSAR,

Steroide'® oder Osteoporosemedikamente™.



1.1.1 Direkte (primare) Knochenheilung

Zur direkten Knochenheilung kommt es bei direktem Kontakt der Frakturenden
bei absoluter Stabilitat. Der groRe Vorteil der direkten Knochenheilung ist die
fehlende bis minimale Kallusbildung und der schnelle Ablauf allerdings findet
man diese aufgrund dieser strikten Anforderungen nur selten. Sie wird meist
chirurgisch durch das ORIF-Verfahren (open reduction internal fixation)
angestrebt, indem die Frakturenden fest aufeinandergedrickt und z.B. mit einer
Platte fixiert werden. Bei einer Spaltdicke von unter 0,01 mm kommt es zur
Kontaktheilung. Dabei beginnen die Osteoklasten der frakturnahen Osteone
neue Havers-Kanale entlang der Knochenachse durch den Frakturspalt zu
ziehen. Hinter den Osteoklasten folgen Osteoblasten, welche die Knochenmatrix
wiederaufbauen. Der Komplex aus Osteoklasten und Osteoblasten wird in
diesem Zusammenhang ,cutting cone® genannt. Im nachsten Schritt kdnnen
neue Blutgefalle einsprielen, welche weitere Zellen und Nahrstoffe an die
Frakturstelle beférdern. AbschlieRend wird der neugebildete Knochen nach
Wolffs-Gesetz den Belastungsanforderungen des Knochens entsprechend

umgebaut (Remodelling)2.

Ist der Spalt gréfker 0,01 mm und kleiner als 0,5 mm kommt es zur Spaltheilung,
indem osteogene Vorlauferzellen in den Frakturspalt einwandern und sich zu
Osteoblasten differenzieren. Diese flullen den Spalt mit Lamellenknochen, der
noch nicht an die Belastungsachse des Knochens angepasst ist und
dementsprechend noch keine ausreichende Stabilitdt besitzt. Erst sekundar
kommt es zur Bildung der cutting cones, welche den neugebildeten Knochen in

oben beschriebener Weise umbauen.

1.1.2 Indirekte (sekundare) Knochenheilung

Sind obige Bedingungen nicht gegeben, wie beispielsweise bei Fixierungen im
Gips oder mit Marknagel, kommt es zur indirekten Knochenheilung. Dabei
werden je nach Quelle 3-5 Phasen unterschieden, welche sich allerdings nicht
klar trennen lassen. Zunachst kommt es durch das Trauma zu einem Hamatom
im Frakturspalt, welches Immunzellen und Thrombozyten an die Frakturstelle

transportiert (Hamatomphase). Die Immunzellen beginnen nun Zytokine und

2.



Entzindungsfaktoren, wie z.B. IL-1, IL-6 und TNF-a, zu sezernieren und damit
weitere Immunzellen und mesenchymale Stammzellen (MSC) chemotaktisch
anzulocken (Inflammationsphase). Wichtig in diesem Zusammenhang sind auch
die bone morphogenic proteins (BMP). Diese fordern die Differenzierung der
MSCs zu Chondrozyten und Osteoblasten. Weiterhin beginnt die erste
Koagulation des Frakturhamatoms mit einem Netz aus Fibrin und Thrombozyten,

wodurch die Fraktur eine erste Stabilitat erhalt.

Nach Abklingen der Entzindung folgt die Granulationsphase oder auch Phase
des weichen Kallus. Dabei beginnen die Makrophagen nekrotisches Gewebe
abzutragen, welches durch Granulationsgewebe ersetzt wird. Daraufhin bauen
Chondrozyten im Sinne einer enchondralen Ossifikation Knorpelgewebe im
Defekt auf und verbessern durch diesen ,weichen Kallus“ die Knochenstabilitat.
Gleichzeitig bilden Osteoblasten subperiostal an den Frakturenden durch
desmale Ossifikation eine Knochenmanschette um den weichen Kallus.
Zusatzlich sezernieren Chondrozyten und Osteoblasten pro-angiogene
Substanzen wie vascular endothelial growth factor (VEGF), um die
Blutversorgung des neuen Gewebes sicherzustellen. In der folgenden Phase des
harten Kallus hypertrophieren die Chondrozyten, sezernieren Calcium in die
extrazellulare Matrix (EZM) und sterben ab. Die so vorbereitete EZM wird nun
von Osteoklasten und -Blasten in gewohnter Weise zu Geflechtknochen
umgebaut. Auch wenn der entstehende ,harte Kallus® bereits steif und stabil ist,
erreicht er dennoch nicht die Eigenschaften des originalen Knochens. Um dies
zu bewerkstelligen, schlielt sich auch hier ein Remodelling an, bei dem der
Geflechtknochen durch Lamellenknochen ersetzt wird und der Knochen so seine
alte Stabilitat erhalt.

1.2 Tissue engineering

Beim Tissue engineering geht es darum Korpergewebe kunstlich aufzubauen.
Besonders relevant ist dies bei sehr groRen Knochendefekten, da hier die
korpereigenen Zellen die Licke haufig nicht Gberbricken kdnnen und chirurgisch
eine ,Brucke“ zwischen den Bruchenden aufgebaut werden muss. Der

Goldstandard ist hierfur autologes Knochenmaterial, z.B. aus dem Beckenkamm.

-3-



Dieses fuhrt zu keiner Immunreaktion, bietet ein gutes Gerlst und Reservoir fur
osteogene Zellen und besitzt, falls chirurgisch mittransplantiert, eine intakte
Blutversorgung. Allerdings steht nur begrenzt viel Knochenmaterial zur
Transplantation zur Verfugung und an der Entnahmestelle kdbnnen zusatzliche
Komplikationen, wie Schmerzen und Bewegungseinschrankungen entstehens.
Aulerdem sind vaskularisierte Transplantate zwar im Outcome den
unvaskularisierten Transplantaten Uberlegen, allerdings sind diese technisch
schwierig zu gewinnen, verpflanzen, verlangern die OP Dauer und den
Krankenhausaufenthalt'4 und bieten eine unbefriedigende

Gefalkdurchgangigkeit'®.

Allo- oder xenogene Transplantate, wie etwa von Rindern'®, stehen zwar in
ausreichenden Mengen zur Verfugung, kénnen jedoch zu Immunreaktionen
fuhren und mit Bakterien und Viren kontaminiert sein. AuRerdem mussen sie
sterilisiert werden, wobei alle Zellen abgetétet werden und die Osteogenitat

eliminiert wird.

Klnstliche Materialien aus dem Labor scheinen eine vielversprechende
Alternative  darzustellen'’. Wichtig sind dabei drei Eigenschaften:
Osteokonduktivitat, Osteoinduktivitat und die Mdglichkeit zur Vaskularisierung .
Das optimale Knochenersatzmaterial interagiert mit der Knochenmatrix und
bietet ein gutes Gerust fur osteogene Zellen. Aullerdem ist es idealerweise
biologisch abbaubar in einer Rate, die dem Knochenaufbau entspricht. So kann
nach und nach das Ersatzmaterial durch echten Knochen ersetzt werden.
Zersetzt es sich zu schnell wird die Fraktur wieder instabil. Zersetzt es sich zu
langsam wird die Knochenheilung gehemmt. Weiterhin sollte es die
Knochenheilung selbst anregen und so osteoinduktiv wirken. Dies kann erreicht
werden, indem das Material mit Zellen oder Botenstoffen, wie etwa BMPs,
beladen wird. Darlber hinaus muss auch eine ausreichende Vaskularisierung
gewahrleistet werden, um zum einen kérpereigene Immun- und Stammzellen zur
Fraktur zu bringen, als auch um die eingebrachten Zellen und die beginnende
Heilung mit Nahrstoffen zu versorgen. Dazu kann zum Beispiel das

Ersatzmaterial mit Wachstumsfaktoren, wie VEGF oder PDGF, beladen werden.



1.3 B-Tri-Calcium-Phospat (B-TCP)

Beim B-TCP handelt es sich um eine Calciumphosphat-Keramik, welche sich
durch eine ausgezeichnete Biokompatibilitat auszeichnet und bereits erfolgreich
in der Behandlung von Patienten eingesetzt wird'®2°, Des Weiteren zeigen
bereits einige Studien eine vergleichbare Effektivitat wie autologer Knochen?'. So
lagert es sich an vorhandenen Knochen an und fordert dessen Bildung. Das
Material an sich hat zwar keine osteoinduktiven Eigenschaften, es lasst sich aber,
wie unsere Arbeitsgruppe bereits untersucht hat'62223 sehr gut mit
verschiedensten Zellen und Botenstoffen beladen, um diesen Nachteil
auszugleichen. AuRerdem zeigt es eine gute Resorption und kann sowohl von
Osteoklasten abgebaut als auch zellunabhangig zersetzt werden. Der grofe

Nachteil liegt jedoch in seiner Briichigkeit und fehlenden mechanischen Stabilitat.

1.4 Osteoinduktive Zellen

Ein zusatzlicher Baustein in der Versorgung von CSD besteht im Einsatz von
osteoinduktiven Zellen, welche direkt die Knochenheilung unterstitzen. Haufig
werden dabei mesenchymale Stammzellen (MSC) eingesetzt. Diese sind die
Vorlaufer der osteogenen Zellen, und in verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass diese die Knochenheilung unterstitzen, indem sie den Spiegel
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und TNF-a reduzieren und zu
Osteoblasten differenzieren?. Allerdings sind sie anspruchsvoll in ihrer
Gewinnung und Verarbeitung und mit Entnahme, Kultivierung und schlief3lich
Anwendung vergehen einige Wochen. Grol3e Probleme sind dabei die Gefahr
der Kontaminierung mit Bakterien oder Viren und das maligne Entarten2526,
AuRerdem koénnte es durch die veranderten auleren Umstande zu
Veranderungen der Genmethylierung und damit verandertem Verhalten und
Stabilitdt der Zellen kommen?’. Auch besteht die Gefahr, dass je nach
Extraktionsort nur eine geringe Ausbeute oder schwache Proliferation erreicht
werden kann?. Des Weiteren verzogert sich so die eigentliche Versorgung des

Knochenschadens.



Eine einfachere Alternative stellen bone marrow mononuclear cells (BMCs) dar,
ein heterogenes Zellgemisch, welches aus Knochenmarksaspirat gewonnen
wird. Sie enthalten unter anderem Mono- und Lymphozyten aber auch
verschiedene Stammzellpopulationen, darunter hamatopoetische Stammzellen
(HSC), MSC und endotheliale Vorlauferzellen (EPC)?2. Sie kdénnen einfach
gewonnen und zugig reimplantiert werden, sodass die Gefahr der
Kontaminierung oder Entartung minimiert werden kann und die Behandlung nicht
verzogert wird. Zusatzlich konnte in einer Arbeit von Seebach et al.?® gezeigt
werden, dass sie ahnlich gute Auswirkungen auf die Knochenheilung haben wie
ein Gemisch aus aufbereiteten MSC und EPC. BMC wurden bereits in unserer
Arbeitsgruppe erfolgreich in einer Phase-I-Studie an Patienten mit proximaler
Humerusfraktur eingesetzt®®. Welche Mechanismen diesem Effekt zugrunde
liegen, sind allerdings noch ungeklart. Henrich et al. konnten aber in einem
Vorversuch zeigen, dass vor allem die Monozyten einen grofen Anteil am
therapeutischen Effekt haben. Die CD34 exprimierende Stammzellen selbst

scheinen dabei eher eine untergeordnete Rolle zu spielen3’.
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Abbildung 1 8 -TCP, mit BMC beladen

Zu sehen ist eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Pore des verwendeten B-TCP-
Granulats. Der Malstabsbalken entspricht hierbei 8 um. Zu sehen ist die erfolgreiche Beladung
mit BMC, welche eng an dem Material adharieren. Bildquelle: Unfallchirurgisches

Forschungslabor



1.5 Masquelet Technik

Die Masquelet-Technik dient zur Versorgung von grof3eren Knochendefekten
unabhangig ihrer Genese. Sie wurde bereits erfolgreich an verschiedensten
Korperstellen verwendet, wie Tibia, Femur, Hand, Humerus und auch Kiefer3?-34,
und ermoglicht die Therapie von Knochendefekten bis zu 25 cm?3®. Diese
Methode erfolgt zweizeitig. Bei der ersten Operation erfolgt ein ausgiebiges
Debridement und Wundspulung. Ist der Knochen so vorbereitet, wird der Defekt
mit einem Spacer aus Knochenzement (Polymethylmethacrylat, PMMA) gefullt
und der Defekt mittels Osteosynthese stabilisiert. Anschlielend werden die
Weichteile wieder verschlossen. Im Laufe der nachsten Wochen bildet sich nun
im Sinne einer Fremdkorperreaktion eine etwa 1-2 mm starke Membran, die
sogenannte Masquelet-Membran oder auch induzierte Membran, um den
Spacer. Diese Membran ist stark vaskularisiert und schutzt die spatere
Defektfullung vor der Resorption durch den Korper. Zusatzlich dient sie als
Reservoir fiir reparative Zellen®®, fordert die Differenzierung zu osteogenen
Zellen®” und exprimiert verschiedenste Botenstoffe, wie etwa TGF-B, VEGF,

VWF, IL-6 und IL-8%8. In einer zweiten OP erfolgt nun die definitive Versorgung.

Der zeitliche Abstand zwischen den beiden OPs variiert je nach Grolke des
Defekts und betragt im Schnitt ein bis zwei Monate, wobei erfolgreiche Zweit-OPs
auch noch 14 Monate nach dem Ersteingriff durchgefiihrt wurden3?. Die Membran
wird vorsichtig eroffnet und der PMMA-Spacer entfernt. Nun kann die Membran
mit dem gewunschten Material, wie etwa autologen Knochentransplantaten oder
Knochenersatzstoffen wie B-TCP, aufgeflllt werden. Anschlielend wird die
Membran verschlossen und der Defekt kann ausheilen. Der Hauptnachteil dieser
Methode liegt in der Notwendigkeit einer zweiten OP, welche zusatzliche
perioperative Risiken und Folgekomplikationen bedingt 4° und die endgultige
Versorgung hinauszdgert. In dieser Arbeit geht es darum, diesen Umstand zu
andern, indem beide Schritte in einer OP zusammengefasst werden. Durch
Einsatz einer Kunstmembran, welche im folgenden Abschnitt genauer erlautert
wird, kann der Defekt direkt umhtillt und gefullt werden, ohne dass sich zunachst

eine korpereigene Membran bilden muss.



1.6 Epiflex

Bei der Epiflex-Membran handelt es sich um eine humane azellulare Dermis. Sie
wird vom Deutschen Institut flr Zell- und Gewebeersatz (DIZG gGmbH, Berlin)
hergestellt und kann dort in verschiedenen Grof3en und Dicken erworben werden.
Des Weiteren ist sie als einziges allogenes Dermistransplantat in Deutschland

als Arzneimittel zugelassen.

Zur Herstellung wird von einem Korperspender, welcher im Vorfeld auf
verschiedenste Infektionen, wie unter anderem HIV und Hepatitis-Viren, getestet
wurde, Hautgewebe mittels eines Dermatoms entnommen und bei -40°C
gelagert. Zur weiteren Verarbeitung wird das Gewebe manuell von Blut-, Fett-
und Gewebsresten gereinigt und Schadstellen wie Locher oder Nekroseareale
ausgeschnitten. Anschliellend wird das Transplantat flr 48h in einer hypertonen
Salzlésung bei Raumtemperatur auf einem Rdttler eingelegt, um dann die
Epidermis mit einer Pinzette abziehen und verwerfen zu kdnnen. Nun wird die
Dermis fur 24 Stunden in eine verdinnte, anionische Detergenzienldsung einlegt,
um sie zu dezellularisieren. Daraufhin wird die Detergenzienlésung
ausgewaschen und die Dermis mittels Peressigsaure sterilisiert. Nach dieser
Behandlung sind laut Herstellerangaben nur noch < 2 DNA-Kopien pro mg
Dermis vorhanden und diese damit praktisch zellfrei. Das Produkt wird
gefriergetrocknet aufbewahrt und muss zur klinischen Anwendung rehydriert
werden. Anwendung findet die Epiflex Membran bereits zum Beispiel in der

Versorgung groBerer Hernien oder Brandwunden*'.

Das Epiflex zeichnet sich durch hohe Sterilitat und fehlende Immunreaktivitat
aus. Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass sie auch nach dem
Herstellungsprozess ihre urspriingliche Struktur beibehalt und so menschlichem
Gewebe entspricht. Sie besteht dabei hauptsachlich aus den Kollagenen I, 11l und
IV, Fibronektin, Laminin, Vitronektin und Hyaluronsauren und bietet eine ideale
Matrix fir Zellinfiltration, Angiogenese und Geweberegeneration. AuRerdem zeigt
sie strukturell einen ahnlichen Aufbau wie die induzierte Masquelet-Membran.4?
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Abbildung 2 A-D) Epiflex im Rasterelektronenmikroskop

Zu sehen sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Epiflex-Membran in
verschiedenen VergroRerungsstufen. Dabei zeigen Abbildungen A) und B) unbeladene und C)
und D) mit BMC beladene Membranen. In der Ubersichtsaufnahme A) sieht man den Aufbau der
Membran. Auffallig ist die raue Oberflache, welche das Adhéarieren der Zellen und das
Verwachsen mit der Umgebung férdert. In der Detailaufnahme B) sieht man die einzelnen Fibrillen
(weilRe Pfeile) welche geflechtartig verwoben sind. In den Abbildungen C) und D) erkennt man
die erfolgreiche Besiedelung mit BMC (weil3 markiert). In D) ist die Ansiedelung der BMC an den

fibrillaren Strukturen zu erkennen (weil3e Pfeile).



1.7 Ziel der Arbeit

Da critical sized bone defects auch weiterhin die moderne Medizin vor grof3e
Herausforderungen stellen und alle verfiigbaren Behandlungsmethoden mit
grolden Nachteilen einhergehen, wurde nach Mdglichkeiten gesucht, diese weiter
zu verbessern. Das grofdte Problem bei der Masquelet-Technik liegt in dem
zweizeitigen Vorgehen mit entsprechend doppeltem OP- und Narkoserisiko und
verlangerter Heilungszeit im Vergleich zu einer einzeitigen Vorgehensweise. Aus
diesem Grund postulierten wir, dass ein einzeitiges Verfahren unter Verwendung
einer Ersatzmembran bestehend aus dezellularisierter Dermis und besiedelt mit
BMC dem zweizeitigen Vorgehen in den Parametern Stabilitdt und
Vaskularisierung mindestens gleichwertig ist und somit beitragen kdnnte das
bisherige zweizeitige Verfahren auf eine einzeitige Prozedur zu reduzieren.

Hierzu werden folgende Hypothesen untersucht:

l. Epiflex unterstitzt die Knochenheilung in mindestens gleichem Male
wie die zweizeitige induzierte Membrantechnik. Das Ausmal} der
Knochenheilung wird histomorphometrisch anhand einer MOVAT-

Farbung evaluiert.

Il. Die Epiflex-Membran ist immunologisch inaktiv und fuhrt zu keiner
vermehrten Inflammation des Defekts. Dies wird mittels CD68- und

CAE Farbung an histologischen Schnittpraparaten untersucht.

I, Die Epiflex-Membran wird vaskularisiert und unterstitzt die
Vaskularisierung im Defekt mindestens im gleichen MalRe wie die
zweizeitige induzierte Membrantechnik. Dies wird immunhistologisch

Uber eine VWF- und eine a-SMA-Farbung Uberprift.

V. Die Besiedelung des Knochenersatzmaterials und/oder des Epiflex mit

BMCs unterstutzt die Knochenheilung zusatzlich.
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Zur Uberpriifung der Hypothesen I-IV dient eine tierexperimentelle Studie unter
Verwendung eines 10 mm Defekts des Femurs der SD-Ratte. Dabei wird die
Knochenheilung, Vaskularisierung und Immunantwort anhand von histologischen

Kriterien beurteilt.

2.Material und Methoden:

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Material
Tabelle 1 Geréate und Materialien

6, 12, 24, 96- Wellplatte SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht,

Deutschland

Ausgieldstation, Histostar Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

DeeplL Software DeepL SE, Koln, Deutschland
www.DeepL.com/Translator

Dermis, Epiflex 0.3—0.8mm DIZG, Berlin, Deutschland

Digitalmikroskop BZ 9000 Keyence

Einbettkassetten Sanowa GmbH, Leimen, Deutschland

Einmalkanulen, BD Microlance 3 Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Eppendorf Cups 1,5 ml Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland

Eppendorf-Pipetten 0,1-10 pl, 0,5- Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf,

10 ul, 2- 20 pl,10-100 pl, 100-1000 E\’ﬁféf‘ggfrg‘,’;DS;ﬁgingrﬂbH’

Ml

Falcontubes 15 ml, 50 ml (+Filter)  Greiner GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Farbeautomat, Mirastainer Il EMD Chemicals, Inc., Gibbstown, USA

Filter, Porengrofie 100 um, 70 um  BD-Biosciences, Franklin Lakes, USA

Gefrierschrank -80 °C Heraeus AG, Hanau, Deutschland

Gewebeeinbettautomat, Excelsior  Thermo Fischer Scientific, Waltham,

ES Massachusetts, USA

Heizeinheit, Inkubator 1000 Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland
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ImagedJ Software

Inkubator 37°C, 5% CO2

kleiner Loffel, Volumen ca. 50 pl
Knochenersatzstoff, Chronos
Kryotubes

Kuhlschrank +4 °C bis -20 °C
Messzylinder

Mikrotom, Leica RM 2235

Mikrotomklinge, S35
Mikroskop, Axio Observer Z1

Neubauer-Zahlkammer
Objekttrager, Menzel Glas,
Superfrost Plus
Paraffinstreckbad, Leica HI 1210

Pasteurpipette 3,5 mi

Petrischale aus Glas

Pinzette (steril)

Pipettenspitzen 0,1-10 ul, 1-20 pl,
1-100 pl, 1-200 pl, 101-1000 pl
Pipettierhilfe (elektrisch)

Racks
Ruttler, Unimax 1010

Schere (steril)
Schlauchverband Gr. 1

National Institute of Health (NIH), Wayne

Rasband (https://imagej.nih.goVl/ij/)
Jouan Inc., Winchester, USA

Omnilab GmbH, Bremen, Deutschland
Synthes, Pennsylvania, USA

Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Bosch AG, Stuttgart, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

Leica Biosystems GmbH, Nussloch,
Deutschland

Feather Safety Razor, Osaka, Japan
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

NanoEnTek Inc., Seoul, Stidkorea
Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Leica Biosystems GmbH, Nussloch,
Deutschland

Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, KG, Karlsruhe,

Deutschland

Omnilab GmbH, Bremen, Deutschland
Starlab GmbH, Ahrensburg,
Deutschland

Hirschmann Laborgerate GmbH,
Eberstadt, Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Omnilab GmbH, Bremen, Deutschland
Fink und Walter GmbH, Merchweiler,

Deutschland
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Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml,
25 ml, 50 ml

Sicherheitswerkbank

Spritzen 10 ml, 20 ml

Tischruttler, Heidolph Rotamax
120

Vortex MSI Minishaker
Warmebad

Zentrifuge, VWR Mega Star 1.6R

2.1.2 Chemikalien
Tabelle 2 Chemikalien

4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) 2-
Komponenten-Chromogen-Kit

Alcianblau 1%

Antikérper-Verdinnungspuffer

Aqua dest.

Dulbecco’s phosphate buffered saline

without calcium chloride and

magnesium chloride (PBS (-/-))

Dulbecco’s phosphate buffered saline

with calcium chloride and magnesium

chloride (PBS (+/+))
Erythrozyten- Lyse-Puffer

Sigma-Aldrich Inc., New York und BD
Falcon Inc., Franklin Lakes, USA
Antares GmbH, Hartmannsdorf,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

IKA Instruments Inc., Wilmington, USA
GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland
VWR, Pennsylvania, USA

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

DCS (Dr. Christian Sartori GmbH &
Co. KG), Hamburg, Deutschland

Merck
Darmstadt, Deutschland

Dako, zugehorig zur Agilent
Technologies Inc., Santa Clara,
USA

B. Braun, Melsungen, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland
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Essigsaure (1%ig, 3%ig)

Ethanol 100%

Ethanol 70%, 95%

Fast Red Violet LB Standardlosung 15
mg/ml
Formalinlésung

Isopropranol

Lab Vision™ Hydrogen Peroxide Block
Mayers Hamatoxylin-Losung

MOVAT-Pentachrom nach Verhoff
(Farbekit)

Naphthol AS-D Chloracetat-L6sung 8
mg/ml

Naphthyl-Acetat-Lésung 12,5 mg/ml

Paraplast

Phosphorwolframsaure (2%ig)

Proteinkinase K

Safran du Gatinais

Shandon Zinc Formal-Fixx Concentrate
(Formalinlésung)
TitriPlex (EDTA)

Trizma Base (Puffer)

Tarks Losung
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Morphisto GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Morphisto GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Morphisto GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Leica Biosystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Morphisto GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Dako, zugehdrig zur Agilent
Technologies Inc., Santa Clara,
USA

Morphisto GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Merck AG, Darmstadt, Deutschland



Xylol 98%
2.1.3 Antikorper

Tabelle 3 Antikérper

Anti-alpha smooth muscle Actin
antibody, ab 7817
Anti-rat-CD68, ab125212

anti-rat v.Willebrand, SM 1686
Histofine® Simple Stain MAX PO
(goat anti-mouse — HRP)
Isotypenkontrolle Mouse IgG2a-
Antikorper

2.1.4 Medikamente

Tabelle 4 Medikamente

Wirkstoff
B-TCP
Carprofen
Dexpanthenol
Humane azellulare Dermis
Isofluran
Ketamin
Midazolam
Octenidin
Octenidin
Tramadol

Xylazin

Merck AG, Darmstadt, Deutschland

Abcam, Cambridge, Vereinigtes
Konigreich

Abcam, Cambridge, Vereinigtes
Konigreich

Origene, Rockville, USA
Nichirei, Chto, Japan

BioLegend, San Diego, USA

Handelsname
ChronOS

Rimadyl

Bepanthen Augensalbe
Epiflex

Forene

Ketamin Rotexmedica
Midazolam Rotexmedica
Octenisept

Octeniderm
Tramadolor Hexal

Rompun

2.1.5 Chirurgische Instrumente

Tabelle 5 Chirurgische Instrumente

6-Loch-Platte, Edelstahl

Bohrer 1,1mm

Bohrhtlse 1,1Tmm

DePuy-Synthes AG, Obersdorf, Schweiz
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

DePuy-Synthes AG, Obersdorf, Schweiz
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Bohrmaschine
(luftdruckbetrieben)
ChronOs, GrofRe 0,7-1,4mm
Coated Vicryl 5-0 V303H

Gigli wire saw
Knochenzement, Palacos
R+G

Kodan Antiseptikum

Luer

Mullkompressen
Nadelhalter

Pinzette (anatomisch,
chirurgisch)

Prolene 4-0 EH7151H
Rasierer HC 5010
Retraktor

Schere

Schrauben 1,5mm
Schraubendreher, Stardrive

Skalpell (Groke 11)

Tierohr-Lochzange

2.2. Methoden

DePuy-Synthes AG, Obersdorf, Schweiz

DePuy-Synthes AG, Obersdorf, Schweiz
Ethicon Inc., Somerville, USA

RISystem, Davos, Schweiz

Heraeus Medical GmbH, \Wehrheim,
Deutschland
Schilke GmbH, Norderstedt, Deutschland

Fine Science Tools GmbH, Heiderberg,
Deutschland

Fink & Walter GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Ethicon Inc., Somerville, USA

Braun GmbH, Kronberg im Taunus,
Deutschland

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

DePuy-Synthes AG, Obersdorf, Schweiz

DePuy-Synthes AG, Obersdorf, Schweiz

FEATHER Safety Razor Co., Ltd., Osaka,
Japan

LabArt UG & Co. KG,Waldbuttelbrunn,
Deutschland

2.2.1 Auswahl und Pflege der Tiere

112 mannliche

Sprague Dawley Ratten (Harlan-Winkelmann, Horst,
Niederlande), welche aufgrund ihres ruhigen Gemduts, einfachen Haltung und
bereits vorliegenden Vergleichsdaten aus anderen Studien gewahlt wurden,

wurden im Alter von 8 bis 10 Wochen und mit 250 bis 300 g Gewicht in
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kontrollierter Umgebung (12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit) in
Kafigen zu je 4 Tieren bei 21,8 °C gehalten.

Sie erhielten freien Zugang zu Wasser und Futter. Alle Versuche wurden nach
MaRgabe der Regularien des Tierschutz- und Aufsichtsausschusses des
Regierungsprasidiums Darmstadt, Deutschland nach den ARRIVE Richtlinien
(Projekt Nr. FK10/57) im Einklang mit deutschem Recht durchgefihrt.

2.2.2 Versuchsaufbau

Es wurden 6 Gruppen aus jeweils 16 Tieren gebildet. Von diesen wurden jeweils
6 Tiere biomechanisch mittels Dreipunktbiegetest und u-CT ausgewertet und die
verbleibenden 10 Tiere histologisch aufgearbeitet. Die Gruppen 1 und 2 wurden
mittels Masquelet-Technik versorgt. Die Gruppen 3 und 4 erhielten das einzeitige
Verfahren mit der unbeladenen Epiflex-Membran und die Gruppen 5 und 6
schlielllich wurden mit der BMC beladenen Epiflex-Membran versorgt. Als
Defektfullung erhielten die Gruppen 1, 3 und 5 unbeladenes B-TCP und bei den
Gruppen 2, 4 und 6 wurde das B-TCP mit BMC beladen. Die Tiere wurden
randomisiert auf die Versuchsgruppen verteilt. Weitere 16 Tiere wurden zur
Gewinnung der BMCs bendétigt. Daraus ergibt sich ein Tierbedarf von 112 Tieren.
Die Tiere, die biomechanisch mittels Dreipunktbiegetest und u-CT ausgewertet
wurden, sind einer anderen Dissertation zugeordnet und werden daher nicht

weiter erwahnt.

Tabelle 6 Gruppeneinteilung

Masquelet + (3-

1 Lo 6 10 -
Masquelet +
2 (B-TPC + BMC) 6 10 4
3 Epiflex + B-TCP 6 10 ;
Epiflex +
4 (B-TCP + BMC) 6 10 4
(Epiflex + BMC) +
5 er 6 10 4
s (Epiflex+BMC)+ 6 0 .

(B-TCP + BMC)
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2.2.3 Isolierungen der BMC aus der Spenderratte

Die Gewinnung der BMC aus dem syngenen Spendertier zur Transplantation
erfolgte am Morgen der OP. Das Tier wurde durch eine Uberdosis Pentobarbital
(500mg/kg KG) getdtet. Die Femora und Tibiae wurden freiprapariert,
entnommen und in eine Ldésung aus 5% Penicillin/Streptomycin in PBS w/o
gegeben. Danach erfolgte der schnellstmdgliche Transport ins Labor zur

weiteren Isolierung der BMC.

Im Labor wurden die Knochen unter der sterilen Werkbank in eine Petrischale
uberfuhrt. Anschlielfiend wurden mittels eines Seitenschneiders die Kondylen
entfernt und der Markraum mit PBS w/o unter Verwendung einer Spritze mit 20G
Kanule in ein weiteres Gefall ausgespult. Das so gewonnene Knochenmark
wurde in ein 50 ml Falcon-Tube uUberfihrt und mit einer serologischen Pipette

durchmischt bis makroskopisch alle Aggregate suspendiert waren.

Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation mit 420 g flr 10 Minuten mit Bremse.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 10 ml PBS w/o
resuspendiert. Im nachsten Schritt wurde die Zellsuspension zunachst mit einem
sogenannten cell strainer mit einer Maschenweite von 100 yum und anschliel3end
mit 70 um filtriert, um Fasern und gré3eren Debris zu entfernen. Das Filtrat wurde
erneut fur 10 min bei 420 g mit Bremse zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde
erneut der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 10 ml PBS w/o
resuspendiert. Nun erfolgte die Auszahlung der Zellkonzentration mittels einer

Neubauer-Zahlkammer.

2.2.4 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer

10 pl der gewonnen Zellsuspension wurde mit 90 ul Erythrozyten-Lysepuffer
versetzt und fur 5 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschlieend wurde die
Suspension mit 100 ul Turcks-Lésung gefarbt und eine Neubauer-Zahlkammer
mit 10 pl der gefarbten Zellsuspension beschickt.
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Unter dem Lichtmikroskop wurden anschlieRend in 100-facher Vergrof3erung die
vier Eckquadrate der Zahlkammer ausgezahlt und mit der Formel Zellzahl/ml =
Mittelwert der Quadrate x 200.000 die Zellkonzentration der

Stammzellsuspension errechnet.

2.2.5 Beladung der Epiflex-Membran

Die Beladung der Membran erfolgte nach dem Protokoll von Ceyhan Yaman“3.
Zunachst wurde die Zellsuspension mit PBS (w/o) auf 30x10° Zellen/ml
eingestellt. AnschlieBend wurde die Epiflex-Membran unter sterilen Kautelen
unter der Werkbank in 2x1 cm grof3e Rechtecke geschnitten und mit der glatten
Seite nach oben in eine 6 Well-Platte Uberfihrt. Daraufhin wurden die
Membranstlicke mit 1ml PBS ++ fur 10 min bei Raumtemperatur rehydratisiert,
uberschussiges PBS wurde danach wieder abgesaugt. Dann wurden jeweils 3
Tropfen a 12,5 pl der Zellsuspension auf die Membran aufgetragen, sodass 1
Tropfen mittig und die anderen versetzt nebendran zu liegen kommen, damit
noch ein etwa 4 mm grol3er Rand auf beiden Seiten frei bleibt, um die Membran

spater intraoperativ befestigen zu konnen (siehe Abb. 3).

AnschlieRend wurden die Membransttcke fur 10 min im Brutschrank (37°C, 5%
COg2) inkubiert und danach mit einer langen feinen Pinzette aus der Well-Platte
entnommen und auf den Filter eines 50 ml-Falconréhrchens platziert. Hierbei
wurde streng darauf geachtet, dass die Ausrichtung der Membran erhalten,
sprich die glatte Seite oben bleibt. Die Falconréhrchen wurden daraufhin finfmal
fur 1 min mit 300g bei Raumtemperatur mit Bremse zentrifugiert. Anschlie3end
wurden die Membranstiucke aus dem Falcon entnommen und invertiert wieder in
die Well-Platte Uberflhrt, sodass die porige Seite oben war. Daraufhin wurde die
Membran wieder fir 10 min bei Raumtemperatur mit 1 ml PBS ++ gewassert.
Das PBS ++ wurde erneut abgesaugt und 3 Tropfen der BMC-Suspension a 12,5
pl in eben beschriebener Weise aufgetropft. Danach wurden die Membranstlicke
wieder fur 10 min im Brutschrank (37°C, 5% COz2) inkubiert und anschlieend fur
1 min auf dem Rotationsruttler auf Stufe 4 bewegt. Daraus ergeben sich sechs
Tropfen a 12,5 yl mit je 375.000 Zellen und damit 2,2x108 BMC pro Epiflex-
Implantat.
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2 cm

Epiflex

1 cm

Abbildung 3 Beladung der Epiflex-Membran.

BMC bezeichnet jeweils 12,5 uL BMC-Zellsuspension mit jeweils 3,75x10%° BMC. Zuzlglich der
analogen BMC-Beladung auf der Rickseite der Membran ergibt sich eine Gesamtzahl von 2,2
x108 BMC pro Implantat.

2.2.6 Beladung des B-TCP

Zunachst wurde die Zellsuspension auf 1x10% Zellen/350 pl mit PBS (w/o)
verdunnt. Dann wurden unter sterilen Kautelen die Bohrungen einer 24-Well-
Platte ca. 3 mm hoch mit B-TCP gefullt und mit jeweils 350 ul der Zellsuspension
versetzt. AnschlieRend wurde der Uberstand abpipettiert und erneut Uber das
Knochenersatzmaterial pipettiert. Dies wurde finfmal wiederholt, gefolgt von 10
min Inkubation bei 37°C, 5% COz2. Dieses Prozedere wurde noch zweimal

wiederholt.

2.2.7 Erfolgskontrolle mittels DAPI

Um den Erfolg der Beladung mit BMC zu kontrollieren, wurden in unregelmaidigen
Abstanden einzelne Granulatstlicke B-TCP aus einer Charge enthommen und in
eine 96-Well-Platte uberfuhrt. Daraufhin wurden sie mit Formaldehyd [1% v/v] fur
10 min im Dunklen fixiert und anschlief3end dreimalig mit PBS (w/o) gewaschen.
Anschlieltend wurde 10 yL DAPI-Lésung (1000 pg/mL) auf 1 ml mit PBS(w/0)
aufgeflillt und bis zum Rand in die Well-Platte gegeben. Nach einem
abschlieRenden Waschschritt aus dreimaligem Waschen mit PBS (w/o) wurden
die Kammern auf 100 pl mit PBS (w/o) aufgefullt und unter dem

Fluoreszenzmikroskop der Erfolg der Zellbeladung Uberprift.
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2.2.8 Operation der Versuchstiere

Zu Beginn des Operationstages erfolgte die Randomisierung der Versuchstiere.
Dabei wurde darauf geachtet moglichst viele unterschiedliche Gruppen pro Tag
zu operieren, um einheitliche Bedingungen fur alle Gruppen zu schaffen. Dabei
musste jedoch der Bedarf an Spendertieren fur die BMC beachtet werden, um
die vorhandenen Zellen bestmoglich auszunutzen. Daraufhin wurden alle
bendtigten Materialien aus dem Labor, sowie dem Lager und Arzneimittellager
der Zentralen Forschungseinrichtung in den Versuchsraum gebracht. Dann
wurde der Arbeitsplatz vorbereitet und die Versuchstiere aus dem Lager in den

Versuchsraum verbracht. Die Kafige wurden mittels eines Tuches abgedunkelt.

Zur Operation erhielten die Tiere eine gewichts- und raumtemperaturadaptierte,
intraperitoneale Narkose mit Ketamin (100 mg/kg KG), Xylazin (10mg/kg KG) und
Midazolam (1mg/kg KG). Daraufhin wurde das rechte Bein rasiert, von Haaren
und Schmutz gesaubert, mit einer Octinidinlédsung grindlich desinfiziert und

anschlielend steril abgedeckt.

Unter semisterilen Bedingungen wurde das Femur ertastet und eine longitudinale
Hautinzision oberhalb selbigem durchgefihrt. AnschlielRend erfolgte die
Praparation auf das Femur indem die Faszie durchtrennt und die Fasern des M.
quadriceps femoris und M. biceps femoris stumpf beiseitegeschoben wurden.
Um die 5-Loch Platte am Femur zu befestigen, wurde diese mit einer Pinzette am
antero-lateralen Rand des Femurs fixiert und anschlieend mit vier bicorticalen
Schrauben, jeweils zwei an jedem Ende befestigt, sodass das mittlere Loch
freiblieb. Dabei wurde ein 1,1 mm Bohrer und 1,5 x 6 mm lange Schrauben

verwendet.

Nun konnte die Osteotomie erfolgen. Es wurde in der Schaftmitte ein 10 mm
groRes Knochenstlick mittels einer Gigli wire saw (Bandsage) ausgesagt und in
einem mit 70-prozentiger Ethanol Lésung geflllten Kryotube im Kihlschrank
aufbewahrt. Der entstandene Defekt wurde nun gruppenspezifisch aufgefullt und

zum Abschluss erfolgte der Wundverschluss mittels einer fortlaufenden
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Subkutannaht mit 4-0 Prolene-Nylonfaden und einer Intrakutannaht mittels 5-0

Vicrylfaden. Aulierdem erfolgten eine letzte Wundreinigung und Desinfektion.

Abbildung 4 Intraoperative Praparation

Zu sehen ist die intraoperative Umhillung des Defekts mit der Epiflex-Membran. Eine Platte wird
mittels vier bicorticalen Schrauben am Femur befestigt zwischen denen die Osteotomie erfolgt.
Anschlieend wird die Epiflex-Membran um den Defekt gelegt und mit Knochenersatzmaterial
befullt und vernaht.

Die Gruppen 1 und 2 erhielten so in der ersten Operation eine Fullung mit nach
Herstellerangaben zubereitetem Knochenzement (Palacos). Danach bildeten sie
innerhalb von 3 Wochen die Masquelet-Membran, welche dann in der zweiten
Operation eréffnet und gruppenspezifisch beflllt wurde. Wahrend der 3 Wochen,
in denen die Tiere der Gruppen 1 und 2 die Masquelet-Membran bildeten, blieben
die Tiere der Gruppen 3 bis 6 im Stall um ,mitzualtern®, sodass alle Tiere bei der
definitiven Versorgung (Operation 2 der Masquelet-Tiere beziehungsweise

Operation 1 der Epiflex-Tiere) gleich alt waren.
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Tabelle 7 Zeitlicher Ablauf

Induktion der Definitive
Gruppen 1 + 2 Masquelet- Versorgung mit Sacrifice
Membran B-TCP (+BMCs)
Einzeitige
Versorgung mit
Gruppen 3 - 6 Pause Epiflex (+BMCs) Sacrifice
und B-TCP
(+BMCs)

2.2.9 Markierung der Tiere

Es wurde ein Clipper verwendet, um die Ohren der Tiere mit Lochern zu
markieren. Dabei stand die Anzahl der Ldécher im rechten Ohr fir die
Defektumhullung und im linken Ohr fur die Defektfullung. Sollten zwei Tiere mit
derselben Behandlung im gleichen Kafig sitzen, markierten wir eines mit 3
Léchern im linken Ohr (RxL3). Daraus ergab sich folgender
Markierungsschlussel:

Tabelle 8 Markierungsschema der Versuchstiere

Induzierte Epiflex + B- | Epiflex mit BMC

Membran +B- | 1cp (Grp 3) | + B-TCP (Grp 5)
TCP (Grp 1)

Induzierte Epiflex + B- | Epiflex mit BMC
Membran + B- TCP mit + B-TCP mit
TCP mitBMC | pmC (Grp 4) BMC (Grp 6)

(Grp 2)
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Tiere mit der Markierung RxL3 besalen keine einheitliche Zuordnung und finden
sich daher nicht in der Tabelle. Diese mussten in den OP-Protokollen

nachgeschlagen werden.

2.2.10 Postoperative Versorgung der Versuchstiere

Die Tiere erhielten im Anschluss an die OP 800 mg Caprofen s.c. und zudem
wurde dem Trinkwasser fur eine Woche 2,5 g/100 ml Tramadol zugegeben.
Zusatzlich erfolgten in der ersten postoperativen Woche tagliche Visiten der
Tiere, um etwaige Wundinfektionen frihzeitig festzustellen. Dabei wurde auf das
Fress- und Bewegungsverhalten der Tiere geachtet und die Wunde nach
Dehiszenzen und Entzindungszeichen, wie etwa R&tung, Schwellung oder
eitrige  Sekretion untersucht. Bei leichten Dehiszenzen erfolgte eine
Sekundarnaht durch den Chirurgen. Bei schwerwiegenden Komplikationen
erfolgte ein vorzeitiges Sacrifice wie in 2.2.11 ,Sacrifice® beschrieben. Ab der

zweiten postoperativen Woche erfolgten diese Visiten alle zwei Tage.

Nach der Operation wurden die Tiere zunachst in der Zentrale
Forschungseinrichtung untergebracht, wo sie dann auch visitiert wurden. Nach
etwa 4 Wochen wurden sie dann bis zu ihrem Sacrifice 8 Wochen postoperativ
aus Kapazitatsgrinden zu mfd Diagnostics GmbH (Mikroforum Ring 5, 55234

Wendelsheim, Deutschland) ausgelagert.

2.2.11 Sacrifice

Acht Wochen nach der Operation bzw. elf Wochen nach der ersten Operation fur
die Gruppen 1 und 2 erfolgte das Sacrifice der Versuchstiere. Hierzu wurden sie
erneut in die zentrale Forschungsanstalt verbracht und mittels einer Uberdosis
Pentobarbital (500mg/kg KG intraperitoneal) getotet. Anschlielend wurden sie
gewogen. Nun erfolgte unter semisterilen Bedingungen die Entfernung der
operierten Femora. Bei einem Tier pro Gruppe wurde zusatzlich auch das
gesunde Femur entfernt, um als Referenz fir die histologische Auswertung zu

dienen.
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Die Femora wurden sofort nach der Explantation in beschriftete Einbettkassetten
gelegt und in Formalin fixiert. Nachdem diese fir 24 Stunden im Formalin
eingelegt waren, wurde selbiges mit Leitungswasser ausgewaschen und die
Knochen in 70%igem Ethanol bis zur Dekalzifizierung im Kihlschrank bei +4°C

aufbewahrt.

2.2.12 Dekalzifizierung der Knochen

Zunachst wurde eine Entkalkungslésung angesetzt, indem fur 1 L Losung 100 g
Titriplex und 34 g Trizma Base mit 1L aqua dest. gemischt wurden. Die in
70%igem  Ethanol eingelegten Knochen wurden in  beschriftete
Schlauchverbande verpackt und in ein Gefall mit der Entkalkungslésung
gegeben. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Knochen nicht auf dem Boden
des Gefales aufliegen, um eine dortige Minderbenetzung mit der Losung zu
vermeiden. Das Gefall wurde anschlieRend auf den Ruttler gestellt und dieser

auf 37°C im Dauerbetrieb eingestellt.

Die Losung wurde am ersten Tag zweimal, am zweiten Tag einmal und dann
zweimal die Woche gewechselt, um eine Sattigung mit Calcium-lonen zu
vermeiden. Nach etwa 7-10 Tagen ist die Entkalkung abgeschlossen. Als
Erfolgskontrolle wurde ein zufallig ausgewahlter Knochen enthnommen und mit
einer schmalen Kanule an der Epiphyse punktiert. Lasst sich die Nadel ohne
Widerstand vorschieben, ist der Knochen ausreichend entkalkt. Sollte dies nicht
der Fall sein mussen die Knochen noch einen Tag in der Losung verbleiben und
die Nadelprobe am nachsten Tag wiederholt werden. Nach Abschluss der
Entkalkung wurden die Knochen unter flieRendem Leitungswasser ausgiebig

ausgespult.

2.2.13 Einbettung und Schneiden der Knochen

Die entkalkten Knochen wurden in den Gewebeeinbettautomaten gegeben und
paraffiniert. Darin wurden sie zunachst dreimal flr eine Stunde in 70%iges
Ethanol, dreimal fir eine Stunde in 95%iges Ethanol und schliel3lich einmal fur
eine Stunde und einmal fur zwei Stunden in 100%iges Ethanol gegeben. Darauf

folgte zweimal ein einstindiges Bad in Xylol und einmal ein zweistindiges Bad.
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So vorbereitet erfolgte die Paraffinierung mittels Paraplast fur zweimal 60
Minuten und einmal 80 Minuten. Die Knochen wurden daraufhin in Blocke
gegossen und am Rotationsmikrotom in 3 um dicke Schnitte geschnitten. Die
Schnitte wurden in einem Wasserbecken aufgefangen und auf einen
Objekttrager aufgezogen. Anschlie3iend wurde der Schnittim Streckbad bei 47°C

fixiert und im Warmeschrank Gber Nacht bei 40°C getrocknet.

2.2.14 Entparaffinierung

Die Schnitte wurden zunachst zweimal fur jeweils 5 Minuten in ein Bad aus Xylol
gegeben. AnschlieBend wurden sie jeweils zweimal 5 Minuten in 100%igem
Ethanol, 95%igem Ethanol, 70%igem Ethanol und schliellich Aqua dest.

inkubiert.

2.2.15 MOVAT-Farbung (Ubersichtsfarbung Knochen-Knorpel)

Fir diese Farbung wurde das Farbekit ,MOVAT Pentachrom nach VERHOFF*
der Firma Morphisto genutzt. Zunachst wurden die Schnitte wie in 2.2.13
,Entparaffinierung“ beschrieben vorbereitet und fir 30 sec in Essigsaure 3%ig
inkubiert Daraufhin folgte die erste Farbung mit Alcianblau 1% (pH 2,5 in
Essigsaure) fur 30 min. Anschlieend wurde die Uberschussige Farbe fur 2 min
unter flieRendem Leitungswasser ausgewaschen und die Schnitte fur 8 min in

,Verhoff Gebrauchslésung® inkubiert.

Daraufhin wurde fur 1 min mit Eisen(ll1)Chlorid 1%ig gebeizt und anschliel3end
fur 10 min mit nicht-flieBendem Leitungswasser gewassert. Dann schloss sich
die 6-minutige Farbung mit Brilliant-Crocein-Saurefuchsin an. Anschlie3end
folgte ein Bad in Essigsaure [1% v/v] fir 30 sec und ein weiteres Beizen fur 15
min in Phosphorwolframsaure [2% v/v]. Nach einem weiteren Bad in Essigsaure
[1% v/v] fUr eine Minute folgte die Entwasserung mittels Ethanols [99%] fur 3 min
und anschlieRend erneut fir 15 min. Nun konnte die letzte Farbung fur 15 min
mit Safron du Gatinais erfolgen. Daraufhin erfolgte die letzte Entwasserung mit
zwei 2-minutigen Badern in Ethanol [99%], einem 3-minitigen Bad in 2-
Propanolol und schlieBlich zwei 10-minitigen Badern in Xylol. Dann wurden die

Schnitte mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.
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2.2.16 CD68-Farbung zum Nachweis von Makrophagen

Die Schnitte wurden zunachst wie in 2.2.13 ,Entparafinierung“ beschrieben
vorbereitet. AnschlielRend erfolgte zur Epitopdemaskierung eine 10-mindtige
Inkubation bei Raumtemperatur mit Proteinase K (PIER; protein-induced epitope
retrival). Daraufhin wurden die Schnitte fur 3 min mit Leitungswasser und
anschlielend fur 5 min mit TBS gespdult. Dann erfolgte eine weitere 10-mintige
Inkubation bei RT mit Peroxidase-Substrat und erneut ein dreiminttiges Spulen

mit Leitungswasser und anschlieend fur 5 min mit TBS.

Nun folgte die Inkubation mit 50 yl des Primarantikdrper (anti-rat-CD68, Abcam
ab125212), welcher mit Antikdrperverdiinnungspuffer (Dako S3022) auf 2 pg/ml
verdunnt wurde. Parallel wurde zur Isotypkontrolle ein Maus IgG2a Antikorper im
selben Verhaltnis verdinnt und 50 ul auf einen weiteren Schnitt gegeben. Dies
wurde Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Dann wurden die Schnitte fur 3 min mit
Leitungswasser und anschlieRend fir 5 min mit TBS gespdult. Daraufhin erfolgte
die Inkubation mit dem Sekundarantikérper. Hierzu wurden 50 I
Sekundarantikorper (Histofine simple stain goat anti-mouse — HRF) auf die

Schnitte gegeben und fur 30 min bei RT inkubiert.

Anschliel3end erfolgte ein weiterer Spulschritt mit Leitungswasser fir 3 min und
TBS flr 5 min. Zur Detektion wurde danach das Peroxidase-Substrat (hier wurde
AEC genutzt) aufgetragen und bis zur gewunschten Farbintensitat inkubiert.
Hierzu erfolgten mindtlich Kontrollen unter dem Lichtmikroskop bis die
gewunschte Intensitat erreicht wurde. Dann wurde die Reaktion durch Abspulen
mit aqua dest. gestoppt und zusatzlich fur 5 min mit aqua dest. gespulilt.
AnschlieRend erfolgte die Kernfarbung mittels Hamatoxylins. Dafur wurden die
Schnitte fur 10 min in Hamatoxylin inkubiert und anschlie3end fir 10 min im Scott
Puffer geblaut. Abschlieliend wurden die Schnitte kurz in Aqua dest eingetaucht

und mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.
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2.2.17 Von-Willebrand Farbung zum Nachweis unreifer Blutgefalie

Anfanglich wurden die Schnitte wie in 2.2.13 ,Entparaffinierung“ beschrieben
vorbereitet und fur 5 min mit Leitungswasser und 7 min in TBS gespult. Zur
Epitopdemaskierung wurden die Schnitte in mit EDTA (pH 9) geflllte Kuvetten
gegeben und fur 10 min gekocht (HIER; heat-induced epitope retrival).
Anschlie3end kuhlten sie 30 min bei RT ab und wurden zweimalig fir 5 min mit
TBS gespult. Daraufhin wurden die Schnitte fir 10 min bei RT mit
Peroxidaseblock inkubiert und erneut fur 5 min in Leitungswasser und 7 min in
TBS gespdlt.

Anschlieltend wurden 50 yl des Primarantikorpers (anti-Rat v.Willebrand, Acris
SM 1686), welcher im Verhaltnis 1:50 mit Antikérperverdinnungspuffer (Dako
S3022) verdunnt wurde, auf die Schnitte aufgetropft und fur 1 Stunde bei RT
inkubiert. Parallel wurde in gleicher Weise die Isotypkontrolle mittels einem Maus
IgG2a Antikérper durchgefuhrt. Daraufthin wurde erneut fir 5 min in
Leitungswasser und 7 min in TBS gesplilt. Dann erfolgte die Inkubation mit 50 pl
des Sekundarantikorpers (Histofine simple stain goat anti-mouse — HRP). Nach
einem weiteren Waschschritt durch 5-minuatiges Spulen mit Leitungswasser und
7 min TBS erfolgte die Inkubation mit AEC als Peroxidasesubstrat bis die
gewulnschte Farbintensitat erreicht war. Hierzu erfolgten minltlich Kontrollen
unter dem Lichtmikroskop. Zum Abstoppen wurde mit aqua dest. abgespult und

fur weitere 5 min mit aqua dest. gespdult.

AnschlielRend erfolgte die Kernfarbung, indem die Schnitte fir 10 min in
Hamatoxylin gebadet und anschlief3end fiir 10 min in flieRendem Leitungswasser
geblaut wurden. Abschlielend erfolgte die Eindeckung mit Kaisers

Glyceringelatine.
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2.2.18 a-SMA Farbung zum Nachweis reifer Blutgefalle

Zunachst wurden die Schnitte wie in 2.2.13 ,Entparafinierung“ beschrieben
vorbereitet. Anschlief3end erfolgt die Farbung analog zum Protokoll 2.2.17 ,von-
Willebrand-Farbung® mit Anti-a-SMA-Antikorper (abcam, ab7817), welcher mit
Antikorperverdinnungspuffer (Dako S3022) auf 2ug/ml verdunnt wurde, als

Primarantikorper.

2.2.18 CAE Farbung zum Nachweis neutrophiler Granulozyten

Zunachst wurde die Farbeldsung angesetzt, indem 1 ml Natriumnitril-Losung mit
1 ml Fast Red Violet LB Standardlésung durch mehrfaches Invertieren gemischt
wurde und flr 2 min bei RT inkubiert wurde. Zu dieser Losung kam 40 ml, auf
37°C erwarmtes entionisiertes Wasser, 5 ml TRIZMAL 6,3 Pufferkonzentrat und
1 ml Naphthol AS-D Chlorazetat-Lésung. Dabei sollte sich die Losung rot farben.
Daraufhin wurden die Schnitte wie in 2.2.13 ,Entparaffinierung“ beschrieben
vorbereitet und in Zitrat-Azeton-Formaldehyd (CAF)-Lésung, welche vorher auf
Raumtemperatur gebracht wurde, durch 30-sekiindiges Eintauchen fixiert.
AnschlieRend wurde der Objekttrager flr 45-60 Sekunden unter flieRendem
Leitungswasser gespult und in die zuvor angesetzte Farbelésung gegeben.
Wichtig hierbei ist, dass der Objekttrager nicht austrocknet. Daraufhin wurden sie
fir 15 min bei 37°C unter Ausschluss von Licht inkubiert und dann flr 2 min
grundlich mit entionisiertem Wasser abgespult. Nun folgte die Gegenfarbung fir
2 min in Hamatoxylin-Loésung Gill Nr.3. Abschliefend wurden die Schnitte mit

Leitungswasser gespult und eingedeckt.

2.2.19 Auswertung der Farbungen

Zur Auswertung wurden die Schnitte am Biorevo BZ-9000 Mikroskop (Keyence)
mit der Software “BZ-II-Viewer HS all in one microscope® und ,BZ-lI-Analyzer” in
40-facher VergroRerung aufgenommen, zu einem Panorama zusammengefugt
und unkomprimiert im .tif-Format abgespeichert. Dabei wurde darauf geachtet,
dass der Defektbereich komplett abgebildet wurde. Die entstandenen
Aufnahmen wurden anschlieRend mit der Software ,Imaged“ von NIH Image

analysiert. Bei der MOVAT Farbung erfolgte die Auswertung indem der Defekt
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freihandig markiert und anschlieRend der prozentuale Anteil von
Knochengewebe an der Defektflache berechnet wurde. Analog wurde bei der
CD68 Farbung der Anteil an CD68-positiven Zellen bestimmt.

Die Auswertung der CAE Farbung erfolgte handisch. Hierbei wurde zunachst
eine gleichmaflige VergroRerung gewahrleistet, indem das Bild auf eine
Fettvakuole des Knochenmarks eingestellt wird, sodass diese etwa 1 cm auf dem
Bildschirm einnimmt. Dann wurde jeweils in einer kreisformigen Flache mit 400
Pixeln Durchmesser proximal, zentral und distal im Defekt die Zahl der gefarbten
Zellen gezahlt. Bei den Gefalfarbungen (VWF und a-SMA) erfolgte analog die
Auswahl der Zahlflachen im Defekt und der Membran mit anschliellender

Auszahlung der Gefalde.

2.3 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Software Bias 11.02
(Epsilon Verlag, Darmstadt, Germany). Die Zahlen wurden graphisch als Box-
Plot des Medians dargestellt. Gruppenvergleiche wurden mittels nicht
parametrischen Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBender Bonferroni-Holm
adjustierter posthoc-Analyse durchgefihrt. Ein p<0,05 betrachteten wir dabei als
statistisch signifikant. Die explorative Signifikanz p*, welche ohne Alphakorrektur
berechnet wurde, wird genutzt um einen statistischen Trend aufzuzeigen,

welcher nach erfolgter alpha-Korrektur nicht das Signifikanzniveau erreicht hat.
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3. Ergebnisse

3.1 Kontrolle der B-TCP-Beladung mit BMC uber die DAPI-Farbung

Abbildung 5 Erfolgskontrolle mittels DAPI

Zu sehen ist eine reprasentative Aufnahme einer Zell-Beladungskontrolle in dargestelltem
Projekt. DAPI bindet an DNA und kann zur Fluoreszenz angeregt werden. So ermdglicht es die
Darstellung von adharierenden BMC auf den B-TCP-Scaffolds. BMC (oranger Pfeil) sind primar
in den Poren (oranger Kreis) des Materials zu finden, welche gleichmaRlig verteilt auf der

Scaffoldoberflache vorliegen.
3.2 Chirurgische Komplikationen

11 Tiere wurden im Laufe der Versuchsphase aus der Arbeit ausgeschlossen.
Grunde waren hierbei Versterben bei Narkose (2 Tiere), das Ausbrechen von
Schrauben beziehungsweise das Dislozieren der Platte (8 Tiere) und Infekt (1
Tier). So wurde 1 Tier aus Gruppe 1, 5 in Gruppe 2, 4 in Gruppe 4 und 1 in
Gruppe 6 ausgeschlossen. Daraus ergibt sich bei 11 ausgeschlossenen und 85
erfolgreich operierten Tieren eine Ausfallquote von 11,5%.
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3.3 Beurteilung der Knochenneubildung mittels MOVAT

In der MOVAT-Farbung werden mehrere Farbstoffe (Alcianblau,
Eisenhamatoxylin, Brillant-Crocein-Saurefuchsin und Safran du Gatinais)
kombiniert um die verschiedenen Gewebe eindeutig voneinander abzugrenzen4.
Dabei farben sich Zellkerne blauschwarz, das Zytoplasma rétlich, elastische
Fasern rot, kollagenes Bindegewebe hellgelb, die Muskulatur rot, Knorpelgewebe
blau-grin und mineralisierter Knochen dunkelgelb. So kann der Anteil an
Knochen- und Knorpelgewebe im Defekt quantifiziert werden. Die folgende

Abbildung (Abb. 6) zeigt zur Verdeutlichung den Aufbau aller folgenden Schnitte.

Defektmembran (Masquelet oder Epiflex)

Schraubenltcher
1

g Kortikalis " T~ \ N
( \ éD
Defekt mit
Ersatzmaterial O
Knochenmark L y
. S~ J

Abbildung 6 Aufbau der histologischen Schnitte
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IM + (B-TCP + BMC)

Epi + B-TCP

Epi + (B-TCP + BMC)



(Epi + BMC) + B-TCP

(Epi + BMC) + (B-TCP + BMC)

Abbildung 7 Movat-Férbung

Gezeigt werden reprasentative Schnitte jeder Gruppe. Die gestrichelte Linie zeigt den ehemaligen
chirurgischen Schnittrand an. Der rote Malistabsbalken entspricht 2 mm. Zu beachten ist
auferdem, dass sich das B-TCP als ,Leerstellen” darstellt, da es beim Dekalzifizieren aufgelést
wird. In den mit blauen Pfeilen markierten Arealen findet man eine deutliche Einsprossung des
Knochens (in der Farbung gelb) in den Defektbereich. Diese Einsprossung findet sich in
unterschiedlicher Auspragung in allen Gruppen. Auch findet sich in den Epiflex-Gruppen ein
deutlicher knécherner Umbau der Membran.

Die Epiflex-Membran zeigte in Gruppen mit BMC einen deutlich gesteigerten
kndéchernen Umbau und, unabhangig von der Fillung, eine signifikant bessere

Knochenneubildung als die Masquelet-Membran. So zeigte die Epiflex-Membran
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in den Gruppen 4 und 6 eine histologisch deutlichere Transformation in
knochernes Gewebe als ihre Schwestergruppen 1 und 2 mit der induzierten
Membran. Dieser Unterschied zeigte sich jedoch nicht im Defektbereich. Hier

konnten keine signifikanten Abweichungen in der Knochenneubildung gezeigt

werden.
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Abbildung 8 Anteile an Knochengewebe in Membran (A) und Defekt (B)
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Gezeigt sind Boxplots des Medians. Die Gruppengrofie betragt n=6-8 Tiere. Auf der y-Achse ist
der Anteil von Knochengewebe in Prozent der Membranflache (A) und der Defektflache (B)

dargestellt. Auf der x-Achse finden sich die Gruppen.

IM-T = induzierte Membran mit 3-TCP
IM-T+B = induzierte Membran mit 3-TCP + BMC
Ep-T = Epiflex mit B-TCP

Ep-T+B = Epiflex mit 3-TCP + BMC

Ep+B-T = Epiflex + BMC mit B-TCP

Ep+B-T+B = Epiflex + BMC mit 3-TCP + BMC

* = p < 0,05 zwischen den mit der schwarzen Linie verbundenen Versuchsgruppen

Des Weiteren farbten wir auch eine native Epiflex-Membran, welche sich in der
MOVAT-Farbung rot darstellt. Daher kann eine gelbliche Farbung in den

Versuchen als Knochengewebe interpretiert werden.

° A
. aw)

Abbildung 9 Native Epiflex-Membran, MOVAT-Féarbung.

Der rote Mal3stabsbalken entspricht 100 um. Die Membran ist nahezu vollstandig rot
eingefarbt, was den hohen Anteil an elastische Fasern widerspiegelt.
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3.4 Beurteilung des Entzindungsvorgangs

3.4.1 CAE-Farbung

Durch Anfarbung der CAE (Chlorazetatesterase) koénnen Granulozyten
dargestellt werden, welche Hinweise auf akut ablaufende Entziindungsprozesse

liefern.

IM + B-TCP

IM + (B-TCP + BMC)
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Epi + B-TCP

Epi + (B-TCP + BMC)

(Epi + BMC) + B-TCP



Epi +C + —TC BMC)

Abbildung 10 CAE-Férbung (Ubersicht)

Gezeigt werden reprasentative Schnitte jeder Gruppe. Der rote MaRstabsbalken entspricht 2mm.
Auch hier ist das B-TCP ausgewaschen worden und zeigt sich nur als Leerstellen im Schnitt. Die
schwarzen Pfeile zeigen CAE-positive Zellen (lila Farbung), welche meist in Gruppen am Rand

des Defekts angeordnet sind und auch im Knochenmark stark vertreten sind.

CAE-positive Zellen konnten in geringem Ausmal} in allen Gruppen dargestellt
werden. Dabei zeigte sich bei der Masquelet-Membran eine tendenziell
niedrigere Anzahl an CAE-positiven Zellen nach der Zugabe von BMCs (Gruppe
1 gegen 2) ohne jedoch das Signifikanzniveau zu erreichen. Unter den Epiflex
Gruppen findet man hierbei keine signifikanten Unterschiede. Einzig Gruppe 6
[(Epi + BMC)+(B-TCP + BMC)] zeigt im Zentralbereich des Defekts signifikant
weniger CAE positive Zellen als in den anderen Gruppen.
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Abbildung 11 Anzahl CAE-positiver Zellen in verschiedenen Bereichen des Defekts

Gezeigt sind Boxplots des Medians. Die GruppengrofRe betragt n=6-8 Tiere. Auf der y-Achse ist
die Anzahl an CAE-positiven Zellen zentral (z), proximal (p) und distal (d) im Defekt pro

Flacheneinheit (125.000 pixel>= dargestellt. Auf der x-Achse finden sich die Gruppen.

IM+T = induzierte Membran mit B-TCP
IM+(T+B) = induzierte Membran mit -TCP + BMC
E+T = Epiflex mit -TCP

E+(T+B) = Epiflex mit B-TCP + BMC

(E+B)+T = Epiflex + BMC mit B-TCP

(E+B)+(T+B) = Epiflex + BMC mit 8-TCP + BMC

* = p < 0,05 zwischen den mit der schwarzen Linie verbundenen Versuchsgruppen
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3.4.2 CD68-Farbung

CD68 stellt ein Oberflachenprotein monozytarer Zellen dar und wird in der
Histologie zur Darstellung von Makrophagen eingesetzt, welche CD68 auf ihrer

Oberflache exprimieren.

IM + B-TCP

IM + (B-TCP + BMC)
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Epi + B-TCP

Epi + (B-TCP + BMC)

(Epi + BMC) + B-TCP



(Epi + BMC) + (B-TCP + BMC)

Abbildung 12 CD68 Farbung (Ubersicht)

IM + (B-TCP + BMC)

Abbildung 13 CD68 Farbung (Detail)

Gezeigt werden reprasentative Ubersichtsaufnahmen jeder Gruppe und exemplarisch eine
reprasentative Detailaufnahme aus Gruppe 2. Der rote Malstabsbalken entspricht in den
Ubersichtsaufnahmen 2mm und in der Detailaufnahme 200 ym. Das B-TCP stellt sich als
Leerstellen dar, da es bereits ausgewaschen wurde. Die CD68-positiven Zellen stellen sich
rétlich-braun dar und liegen meist gruppiert um das B-TCP oder die Membran. Einzelne

Ansammlungen sind mit Pfeilen exemplarisch markiert.
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In Knochendefekten, welche mit der Epiflex-Membran behandelt wurden, zeigte
sich ein signifikant niedriger Anteil an CD68-positiven Zellen. Auch scheint der
Anteil an CD68-positiven Zellen in den Gruppen, die zusatzlich BMC erhielten,
niedriger zu sein, jedoch ohne Signifikanzen zu zeigen. Betrachtet man die
Verteilung der Zellen in den Gruppen, findet man die Entziindungszellen in den
Masquelet-Gruppen ausschlieRlich um das B-TCP gruppiert. In den Epiflex-
Gruppen befinden sich die CD68-positiven Zellen hingegen auch im Bereich der

Membran.
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Abbildung 14 Anteil an CD68-positiven Zellen im Defekt

Gezeigt sind Boxplots des Medians. Die Gruppengrofie betragt n=6-8 Tiere. Auf der y-Achse ist
der Anteil an CD68-positiven Zellen in Prozent der Defektflache aufgetragen. Auf der x-Achse

finden sich die Gruppen.

IM-T = induzierte Membran mit 3-TCP
IM-T+B = induzierte Membran mit B-TCP + BMC
Ep-T = Epiflex mit B-TCP

Ep-T+B = Epiflex mit B-TCP + BMC

Ep+B-T = Epiflex + BMC mit B-TCP

Ep+B-T+B = Epiflex + BMC mit 3-TCP + BMC

* = p < 0,05 zwischen den mit der schwarzen Linie verbundenen Versuchsgruppen

-44-



100% — — — — —
90% -
80% -
70%
60%
50% -
40% -
30%
20%
10% -

0% | | | |

Knochenersatzmaterial

Knoécherne Enden

Epiflex/IM

B B OO

diffus

Abbildung 15 Lokalisation CD68-positive Zellen

Zu sehen ist ein Balkendiagram mit einer Gruppengréf3e von n=6-8 Tiere. Dabei stellt der Balken
die Haufigkeit der betreffenden Lokalisation in Prozent der Schnitte dar. Auf der x-Achse finden

sich die Gruppen.

IM-T = induzierte Membran mit 3-TCP
IM-T+B = induzierte Membran mit 3-TCP + BMC
Ep-T = Epiflex mit B-TCP

Ep-T+B = Epiflex mit 3-TCP + BMC

Ep+B-T = Epiflex + BMC mit B-TCP

Ep+B-T+B = Epiflex + BMC mit 3-TCP + BMC
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3.5 Beurteilung der Angiogenese

3.5.1 vWF-Farbung

Der von-Willebrand-Faktor spielt eine wichtige Rolle in der Hdmostaseologie und
bewirkt unter anderem die Aggregation von Thrombozyten. Allerdings ist er auch,
gebunden an Endothelzellen, an der Angiogenese beteiligt und kann so zur

Markierung reiferer Gefalle eingesetzt werden.

IM + B-TCP

Abbildung 16 vWF-Ubersichtsaufnahme

IM + B-TCP
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IM + (B-TCP + BMC)

Epi + B-TCP

Epi + (B -TCP + BMC)



(Epi + BMC) + g -TCP

(Epi + BMC) + (B -TCP + BMC)

Abbildung 17 vWF Detailaufnahmen

Gezeigt wird eine Ubersichtsaufnahme aus Gruppe 2 und reprasentative Detailaufnahmen aus
jeder Gruppe. Der schwarze Kasten in der Ubersichtsaufnahme markiert dabei die
Entnahmestelle der Detailaufnahmen. Der rote Balken entspricht 2 mm in der
Ubersichtsaufnahme und 500 pym in den Detailaufnahmen. Das B-TCP stellt sich durch das

Auswaschen als Hohlraum dar. VWF-positive Gefalie sind mit Pfeilen exemplarisch markiert.

Es zeigte sich eine hdhere Anzahl vVWF-positive Gefalde in den Epiflex Gruppen
verglichen mit den Masquelet-Tieren. In den Epiflex-Gruppen befinden sich diese
auch vorwiegend im Defekt. In den Gruppen 1 und 2 hingegen finden sie sich
auch in grof3en Teilen in der Membran. Die Anwesenheit von BMCs allerdings

fuhrt zu keiner signifikanten Veranderung.
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Abbildung 18 Anzahl vWF-pos. Gefél3e pro Flédcheneinheit

Gezeigt sind Boxplots des Medians. Die GruppengréRe betragt n=6-8 Tiere. Auf der y-Achse ist
die Anzahl an vWF-positiven GefalRen zentral (z), proximal (p) und distal (d) im Defekt und in

der Membran (M) pro Flacheneinheit (125.000 pixel?= dargestellt. Auf der x-Achse finden sich

die Gruppen.

IM+T = induzierte Membran mit -TCP
IM+(T+B) = induzierte Membran mit B-TCP + BMC
E+T = Epiflex mit -TCP

E+(T+B) = Epiflex mit B-TCP + BMC

(E+B)+T = Epiflex + BMC mit B-TCP

(E+B)+(T+B) = Epiflex + BMC mit 8-TCP + BMC

* = p < 0,05 zwischen den mit der schwarzen Linie verbundenen Versuchsgruppen
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3.5.2 a-SMA-Farbung

a-SMA (a-smooth mucle actin) ist die Aktin-Isoform, welche den gréfiten Anteil
im glatten Muskel von Gefalden darstellt. So kann mittels Farbung selbiger die

Gefalle im und um den Defekt dargestellt werden, um eine Aussage Uber den

Grad der Vaskularisierung zu treffen.

IM + B-TCP

IM + (8-TCP + BMC)
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Epi + B-TCP

Epi + (B-TCP + BMC)

(Epi + BMC) + 3-TCP
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(Epi + BMC) + (B-TCP + BMC )

Abbildung 19 a-SMA Ubersichtsaufnahmen

Abbildung 20 a-SMA Detailaufnahme unterer rechter Quadrant Gruppe 2

Gezeigt werden reprasentative Schnitte jeder Gruppe und eine Detailaufnahme der Gruppe 2.
Der rote MaRstabsbalken entspricht 2 mm in den Ubersichtsaufnahmen und 500 pym in der
Detailaufnahme. Auch hier stellt sich das B-TCP durch den Dekalzifizierungsprozess als
Leerstelle dar. Man findet in jedem Schnitt Gefale in der Membran und im Defekt, welche
exemplarisch mit einem Pfeil markiert sind, wobei die Gefalle in der Membran hauptsachlich am
Rand in der Nahe des Muskels liegen. Gelegentlich sieht man auch, wie in der Detailaufnahme

mit einem Pfeil markiert, wie einzelne Gefalle aus dem Muskel in die Membran einwachsen.

Die Vaskularisierung der Membranen ist sowohl bei der Epiflex- als auch der
induzierten Membran idem. Auch die Zugabe von BMCs fiihrte zu keiner
Veranderung. Unterschiede zeigen sich allerdings im Defektbereich. Hier finden
sich die Defektbereiche der Epiflexgruppen im Trend starker vaskularisiert. Das
Hinzufigen von BMCs fuhrte ebenfalls nicht zu einer Veranderung, wobei die
meisten Gefalte in Gruppe 6 (Epiflex + BMC und p-TCP + BMC) zu finden sind,
ohne dabei einen signifikanten Unterscheid zu zeigen. Betrachtet man die
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Membranen an sich, findet man Gefale fast ausschliel3lich im Randbereich, wo

sie meistens um die Muskeln gruppiert auftreten. In einigen Praparaten finden

sich auch Gefalle, welche vom Muskel ausgehend in die Membran eindringen.
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Abbildung 21 Anzahl an a-SMA positiven Gefédl3en in Defekt (A) und Membran (B)
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Gezeigt sind Boxplots des Medians. Die Gruppengrofie betragt n=6-8 Tiere. Auf der y-Achse ist
die Anzahl an a-SMA-positiven Gefallen im Defekt (A) und der Membran (B) dargestellt. Auf der
x-Achse finden sich die Gruppen.

IM-T = induzierte Membran mit 3-TCP
IM-T+B = induzierte Membran mit 3-TCP + BMC
Ep-T = Epiflex mit B-TCP

Ep-T+B = Epiflex mit 3-TCP + BMC

Ep+B-T = Epiflex + BMC mit B-TCP

Ep+B-T+B = Epiflex + BMC mit 3-TCP + BMC

p* = p < 0,05 ohne alpha-Korrektur (explorative Signifikanz, statistischer Trend) zwischen den

mit der schwarzen Linie verbundenen Versuchsgruppen

4. Diskussion

Wie eingangs beschrieben stellen grole Knochendefekte auch heute noch ein
Problem fur Patienten und Behandler dar. Alle etablierten Verfahren gehen mit
Nachteilen einher, wie beispielsweise im Falle der hier beschriebenen
Masquelet-Technik die Notwendigkeit einer zweiten Operation, welche die
definitive Versorgung weiter hinauszdgert und ein zusatzliches Trauma flr den
Patienten darstellt. In dieser Arbeit wurde nun gezeigt, dass die Kombination aus
dezellularisierter Dermis mit BMC, welche diese Nachteile nicht hat, dennoch
bezlglich der Parameter Stabilitat und zellularer Besatz gleichwertig zu der

induzierten Membran ist.

Wie im Folgenden noch einmal ausfuhrlicher beleuchtet, zeigten sich in der
histologischen Auswertung in den Gruppen mit der Epiflex-Membran ein
signifikant besserer knécherner Umbau als in den Masquelet-Gruppen, welcher
durch Zugabe von BMC noch gesteigert werden konnte. Auch die Inflammation
im Defekt scheint in den CAE- und CD68-Farbungen in den Epiflex-Gruppen
niedriger zu sein. Des Weiteren kann in der a-SMA- und vVWF-Farbungen eine
bessere Vaskularisierung in den Epiflex-Gruppen im Vergleich zu den Masquelet-
Gruppen beobachtet werden. Allerdings konnte hier kein positiver Einfluss der
BMC nachgewiesen werden.
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4.1 Die Epiflex-Membran ist ein vergleichbares Medium zur

Knochenheilung im Vergleich zur induzierten Membran

Die klassische Masquelet-Technik zeigt gute Erfolge bei der Behandlung von
kritisch groRen Knochendefekten333545 Der Nachteil ist jedoch das zweizeitige
Vorgehen, welches die definitive Versorgung verzogert, eine weitere OP mit
erneutem Narkose- und OP-Risiko bedingt*® und den Krankenhausaufenthalt

verlangert und damit die Kosten und das Trauma des Patienten vergroRert?’.

Um die Behandlung nicht infizierter langstreckiger Knochendefekte auf eine
einzige OP zu reduzieren, ist das Konzept der einzeitigen Membrantechnik unter
Verwendung einer Ersatzmembran an Stelle der induzierten Membran entwickelt
worden. Die induzierte Membran unterstutzt die Knochenheilung wahrscheinlich
uber unterschiedliche Mechanismen. Zum einen dient sie als eine physikalische
Barriere, die die eingebrachte Defektfullung lagestabilisiert, das Einwachsen von
fibrosen Gewebe sowie die Resorption des eingebrachten Grafts verhindert3®,
und zum anderen wahrscheinlich als eine Art ,Bioreaktor”, indem sie ein
Reservoir fur reparative Zellen darstellt und verschiedene Zytokine und
Wachstumsfaktoren sezerniert®8. Moglicherweise fungiert sie auch als eine Art

Leitschiene fiir das Knochenwachstum und die Angiogenese®.

Als Ersatz fur die induzierte Membran wurde eine dezellularisierte humane
Dermis ausgewahlt, von der angenommen wurde, dass sie diese Funktionen
ebenfalls erfullen kdnnte. In den vorliegenden Versuchen konnte gezeigt werden,
dass es zu keiner Resorption der Membran gekommen ist und die Defektflillung
an Ort und Stelle gehalten werden konnte. Dartber hinaus wurde die Membran
kndchern transformiert und in einigen Fallen konnten kndcherne Verbindungen
zwischen der Membran und den Frakturenden beobachtet werden. Als native,
dezellularisierte Membran besitzt die Epiflex-Membran nicht die Mdglichkeit
selbst biologisch aktiv zu werden. In dieser Hinsicht ist sie der induzierten
Membran unterlegen, welche TGF-B, VEGF, vVWF, IL-6 und IL-8 ausschittet3®
und verschiedene Zellen, wie etwa Osteoklasten und deren Vorlaufer
beinhaltet3®, welche im Prinzip direkt nach der Defektversorgung im Rahmen des
zweiten Eingriffs mit der Defektfullung interagieren kdnnen. Vorversuche haben
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allerdings gezeigt, dass die Epiflex-Membran in ihrem hydrierten Zustand grol3e
Volumina an Blut absorbieren kann, sodass wahrend der Implantation eine Art

,Biologisierung” stattfindet*s.

Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit die Membran durch das Aufbringen
von BMC mit biologischer Aktivitat versehen, wobei Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe zeigen, dass die Epiflex-Membran gleichmafig mit hoher Dichte
mit BMC beladen werden kann*3. Des Weiteren finden sich in der Literatur
signifikante Hinweise, dass dieses Material schnell vaskularisiert wird*®. BMC
haben sich in mehreren Studien unserer Arbeitsgruppe und anderer Forscher im
Bereich der Knochenheilung bewahrt?®*0, zudem weisen sie eine starke
proangiogene Aktivitat auf®!%2. Wir konnten, wie im Folgenden noch einmal
ausfuhrlicher beleuchtet wird, in beiden Gefalfarbungen (VVF, a-SMA) zeigen,
dass die Epiflex-Membran in gleichem Male vaskularisiert wird, wie die

induzierte Membran.

Da sich auch die Knochenheilung in dem 10 mm Defekt, ummantelt mit Epiflex,
ebenfalls nicht im Vergleich zur induzierten Membran unterschied, kann
geschlossen werden, dass die Epiflex-Membran ein tauglicher Ersatz fur die
induzierte Membran sein kann. Diese Einschatzung wird durch neuere
Ergebnisse der Arbeitsgruppe weiter bestatigt. Unter Verwendung eines 5 mm
grolen Femurdefekts mit spongiésem Knochenmaterial als Defektflllung
konnten biomechanisch hochbelastbare Heilungsergebnisse erzielt werden.
Histologisch und radiologisch zeigte sich der 5 mm-Knochendefekt komplett
ossar Uberbrickt*®. Grinde, warum ein 5 mm Defekt komplett abheilt und der hier
untersuchte 10 mm Defekt nicht, kdnnte eine im Verhaltnis zur Defektgrofe zu
kurze Heilungszeit sein. Sowohl die Tiere mit 5 mm Defekt, als auch die Tiere mit
dem 10 mm Defekt wurden nach 8 Wochen zur Femurentnahme getotet. Man
konnte nun spekulieren, dass auch der 10 mm Defekt mit einer langeren
Heilungszeit ebenfalls abgeheilt ware. Des Weiteren wurde in der Arbeit mit dem
5 mm Defekt als Defektfillung ausschlielllich mit Spongiosa von der
Spenderratte im Vergleich zum B-TCP in dieser Arbeit gearbeitet. Die Spongiosa
bringt bereits lebende Zellen und eine passende Matrix mit und muss nicht selbst

verknochern, sondern nur kndchern verbunden werden. Auch dies wulrde eine
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schnellere Abheilung im Vergleich zu einem mit B -TCP versorgten Defekt

erklaren.

Die Verwendung von zellbesiedelten Membranen zur Behandlung von Gewebe-
und/oder Knochendefekten ist ein Konzept, welches auch von anderen
Arbeitsgruppen erforscht wird%3, So experimentierten Ren et al. mit sogenannten
cell sheets®*, kiinstlich hergestellten biologischen Membranen. Dafiir haben sie
endotheliale Zellen der Nabelschnurvene (HUVEC) auf einer Lage
undifferenzierter humaner mesenchymaler Stammzellen ausgesat. Dabei konnte
in vivo im Mausmodell eine schnelle Vaskularisierung der entstehenden
Membran und auch in verschiedenen immunhistologischen Farbungen eine
knocherne Transformation gezeigt werden®. GréRBere und komplexere
Strukturen stellen flr die cell sheets allerdings nach wie vor ein Problem dar, da
hier die mechanische Stabilitdit und die Nahrstoffversorgung der Zellen
problematisch ist>3. Das Epiflex hingegen zeichnet sind durch einfache Lagerung

und gute Handhabbarkeit bei guter Verfugbarkeit aus.

4.2 Die Epiflex-Membran ist immunologisch nicht reaktiv und fuhrt
auch in Kombination mit BMCs nicht zu einer gesteigerten

Entzindungsreaktion

Eine weitere zentrale Fragestellung war, inwiefern die Epiflex-Membran als
Fremdkorper zu einer gesteigerten Entzindungsreaktion fuhrt und dadurch
gegebenenfalls die Knochenheilung sogar behindert. Da die Epiflex-Membran im
Herstellungsprozess dezellularisiert wird, die strukturgebenden Proteine
evolutionar hochkonserviert sind und sich zwischen Mensch und Ratte nur
marginal unterscheiden®®, sollte es zu keiner Immunreaktion im Sinne einer
AbstoRRungsreaktion kommen. Dies spiegelt sich auch in den Ergebnissen dieser
Arbeit wider.

Die Dichte an CAE positiven Zellen, wie zum Beispiel Granulozyten, ist in beiden
Membranen gleich und auch die Zugabe von BMCs flhrte zu keiner signifikanten

Veranderung. Einige Unterschiede finden sich jedoch, wenn man sich die
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monozytaren Zellen, wie etwa Makrophagen, mittels der CD68-Farbung
anschaut. Hier zeigt sich eine signifikant niedrigere Anzahl an CD68-positiven
Zellen in den Epiflex-Gruppen im Vergleich zu den Masquelet-Gruppen.
Interessant ist jedoch die Verteilung der Zellen. In Gruppen mit der Masquelet-
Membran finden sich die Zellen ausschlieldlich um das 3 -TCP und nicht in bzw.
direkt benachbart zur Membran. Dies deckt sich mit den Arbeiten von Ghanaati
et al., dessen Arbeitsgruppe die Formation von CDG68-positiven vielkernigen
Riesenzellen im Sinne einer Fremdkdrperreaktion um das B-TCP beschreibt®”’.
Diese zeigen sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigenschaften und
beeinflussen die Knochenheilung direkt. Des Weiteren spielen sie auch eine
wichtige Rolle in der Abbaukinetik des B-TCP%8,

Epiflex scheint nach unseren Befunden keine ausgepragte Fremdkdrperreaktion
zu provozieren. Mikroskopisch konnten Uberdies keine Lymphozyteninfiltrate
beobachtet werden, eine adaptive Immunreaktionen gegen das Material scheint
ebenfalls nicht induziert zu werden. Dies konnte, wie weiter oben bereits erwahnt,
darauf zurtickgefiihrt werden, dass es sich bei Epiflex um eine kérperahnliche
Struktur handelt, welche keine Fremdkdrperreaktionskaskaden auslost. Das
Fehlen einer adaptiven Immunantwort auf das humane Gewebe in der Ratte kann
auf die evolutionar hochkonservierten Strukturproteine zurlckzuflhren sein, die
das Epiflex bilden und sich zwischen den Spezies Mensch und Ratte nur

geringfligig unterscheiden®®.

Weiterhin ist denkbar, dass die zugegebenen BMC eine anti-inflammatorische
Wirkung ausuben. Die Auswertungen zeigen eine Tendenz zu niedrigeren
Makrophagenkonzentrationen in Anwesenheit von BMC, allerdings sind diese
Resultate nicht eindeutig. Um dies zu klaren, sind weitere Versuche notwendig.
So kénnte man etwa das Zytokinmilieu im Defektbereich im Zeitverlauf messen

und das Epiflex mit anderen kunstlichen Membranen vergleichen.
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4.3 Die Epiflex-Membran bildet kein Hindernis fur die
Vaskularisierung und wird im gleichen Umfang im Vergleich zur

induzierten Membran mit Gefallen durchzogen

Eine wichtige Grundlage fur die Frakturheilung ist das Vorhandensein einer
adaquaten Blutversorgung, durch die Nahrstoffe und Zellen zur Fraktur gebracht
und Abfallstoffe abtransportiert werden. Viele Arbeiten haben gezeigt, dass es
bei fehlender oder gestorter Blutversorgung zu einer erhohten Rate von
Komplikationen und sogenannter non-unions kommt. So haben Dick et al. den
Einfluss von arteriellen Verschliussen auf Tibiafrakturen beim Menschen
untersucht und konnten eine signifikant hohere Rate von non-unions und
Osteomyelitiden bei auffalligem Angiogramm nachweisen®. Auch Ren et al.
konnten an einem Knochendefektmodell der Maus zeigen, dass die
Blutversorgung ein wichtiger Pradiktor fur erfolgreiche Knochenheilung darstellt,
indem sie mittels noninvasiver Bildgebung den Blutfluss im Defekt im Verlauf der
Knochenheilung dargestellt haben®. Bei allen Mausen, welche keine erfolgreiche
Heilung erzielten, konnten signifikante Einschrankungen der Durchblutung

gezeigt werden.

Ueng et al. konnten im Kaninchenmodel nachweisen, dass Zigarettenrauch zu
einer schlechteren Mineralisierung und Festigkeit im neugeformten Knochen
fuhrt als in der Vergleichsgruppe®'. Die Ursachen dafiir wurden in der Arbeit nicht
genauer beleuchtet. Man kann allerdings vermuten, dass einerseits durch die
gefallschadigende Wirkung des Zigarettenrauchs die Mikrozirkulation gestort
wird. Andererseits fanden Lu et al. in einem Zigarettenrauchmodel der Maus eine
Aktivierung von NFkB in Osteoklasten und damit einen gestorten
Knochenstoffwechsel®2. Street et al. haben bei Mausen, die mit einem I8slichen
VEGF-Rezeptor behandelt wurden, welcher freies VEGF bindet und so dessen
Wirkung unterdriickt, eine deutlich eingeschrankte Frakturheilung gesehen®3.
Andererseits konnte gezeigt werden, dass durch das gezielte Fordern der
Angiogenese der Heilungsprozess positiv beeinflusst werden kann. Zum Beispiel

hat Li et al gezeigt, dass eine gezielte Uberexprimierung von VEGF in Kaninchen
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zu einer verbesserten Frakturheilung und auch einer histologisch nachweisbaren

héheren Anzahl von Blutgefaen fiihrt®.

Da auch die Masquelet-Membran stark vaskularisiert ist, wird ersichtlich, dass
die Epiflex-Membran nur dann einen adaquaten Ersatz darstellen kann, wenn
diese im selben Mal} die Bildung von Blutgefalden unterstiitzen kann und auch

zeitnah selbst vaskularisiert wird.

In dieser Arbeit wurde einerseits die Lokalisation der Gefalde untersucht und
andererseits zwischen reifen und unreifen Gefallen differenziert. Der zeitliche
Verlauf kann bei dieser Studie jedoch nicht abgebildet werden und bleibt
spekulativ. Die Epiflex-Membran wird ebenfalls gut von Gefallen penetriert und
in den histologischen Schnittpraparaten konnte haufig verzeichnet werden, dass
von dem umliegenden Muskelgewebe ausgehend GefalRe in die Epiflex-
Membran und den Defekt einsprossen. Da die Epiflex-Membran in ihrem Aufbau
menschlichem Bindegewebe entspricht, scheint es naheliegend, dass sie ebenso
leicht von GefalRen durchdrungen werden kann. Des Weiteren fordert die in den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen gut sichtbare raue, pordse Oberflache
die Integration der Membran in die Umgebung und bietet eine geeignete Matrix
zum Einsprie3en neuer Blutgefalle, sodass sie sich auch hier als praktikablen

Ersatz fur die Masquelet-Membran beweist.

4.4 Einfluss der BMCs auf den Heilungsprozess

Als zusatzlichen Parameter in unserer Arbeit untersuchten wir auch den Einfluss
von BMCs auf den Heilungsvorgang. Die erste Verwendung in der
Knochenheilung fanden sie 2005 in den Versuchen von Hisatomie et al. In seinen
Experimenten wurden BMC in Knochendefekte im Femur am Kaninchenmodel
eingebracht und fihrten dort zu einer verbesserten Heilung und
Vaskularisierung®®. Seitdem haben sie sich in vielen weiteren Vorversuchen
unserer Arbeitsgruppe und anderer Forscher als geeignete Zellen zur

Unterstltzung der Osteosynthese gezeigt®6°.
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Sie sind leicht zu gewinnen und kénnen zigig retransplantiert werden. Dabei
wurden auch verschiedene Maoglichkeiten diese einzusetzen betrachtet. Bei
einigen Gruppen wurde die Epiflex-Membran, in anderen Gruppen das
Knochenersatzmaterial 3-TCP, oder Epiflex-Membran und B-TCP gemeinsam
mit Zellen besiedelt. Dabei stellte sich die Frage, ob die Zellen auf bzw. in dem
Material adharierten und so in den Defekt eingebracht werden konnten und, falls
ja, welchen Effekt sie dort auf Knochenaufbau und Vaskularisierung ausiben.
Mithilfe einer DAPI Farbung konnte, wie bereits in Vorversuchen unserer
Arbeitsgruppe gezeigt wurde??, eindeutig bestatigt werden, dass sich BMC auf
dem B-TCP ansiedeln und dort vor allem in den Poren als Cluster vorliegen. Des
Weiteren konnte elektronenmikroskopisch dargestellt werden, dass BMC, nach
Anwendung des dynamischen Besiedelungsprotokolls, sowohl innerhalb, als
auch auf den &auferen Oberflachen der Epiflex-Membran in hoher Dichte

nachweisbar sind.

Es konnte gezeigt werden, dass nach Transplantation von BMC in den
Defektbereich die Anzahl von CD68 positiven Zellen signifikant reduziert war.
Auch die Konzentration an CAE positiven Zellen war tendenziell niedriger als in
den Gruppen ohne BMC, der letzte Befund jedoch ohne statistische Signifikanz.
Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die zeigen
konnten, dass es unter der Einwirkung von BMCs zu einer Abschwachung der
Entziindungsreaktion kommt®7-6%, Dort fanden sich niedrigere Spiegel an
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-6. Als Mechanismus wird eine
Hochregulierung des PIsK/AKT-Signalwegs in geschadigtem Gewebe diskutiert,
wodurch es zu einer Erniedrigung von NF-kB und damit zu einer Abschwachung

der Immunreaktion kommt7%.71,

In  Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe aber auch Analysen anderer
Arbeitsgruppen, zeigten sich positive Effekte auf die Vaskularisierung durch die
Applikation von BMC. So fuhrten intrakoronare Applikationen von BMC nach
akuten Myokardinfarkten zu einer niedrigeren Mortalitat, schnellerer Erholung
und verbesserter linksventrikularer Funktion’?. Auferdem konnte gezeigt
werden, dass es nach einer intravendsen Gabe von BMCs bei pAVK-Patienten

mit kritischer Ischamie, welche nicht mehr flr eine revaskularisierende OP in

-61-



Frage kamen, zu einer Verbesserung im Sinne einer verlangerten Gehstrecke
und einer niedrigeren Rate an Amputationen kam®'%2, Kikuchi-Taura et al
untersuchten die zugrunde liegenden Mechanismen und fanden eine direkte
Interaktion zwischen BMCs und Endothelzellen (iber Gap-Junctions. Uber diese
Gap-Junctions kam es zu einem Austausch von Molekulen, inklusive Glucose, zu

einer gesteigerten Aufnahme von VEGF und einer erhdhten Produktion von HIF-
173,

In unseren Versuchen konnte allerdings kein positiver Einfluss der BMC auf die
Vaskularisierung gezeigt werden. Es zeigten sich weder bei den jungen Gefalien
in der vVWF-Farbung noch bei den ausgereiften Blutgefallen in der a-SMA-
Farbung ein signifikanter Unterschied nach 8 Wochen durch die Zugabe von
BMC. Ein Grund hierflr kénnte eine zu niedrige Zellzahl oder ein im Verhaltnis
zur eingesetzten Zellzahl zu groRRer Defekt sein. Auch der zeitliche Aspekt ist
nicht zu vernachlassigen. Einige Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten eine
verbesserte Vaskularisierung in den frihen Phasen der Heilung zeigen. Janko et
al. zeigten eine verbesserte Vaskularisierung und Aktivitat regeneratorischer
Gene 1 Woche nach Defekt'® und auch Nau et al. konnten nach 4 Wochen eine
signifikant bessere Vaskularisierung unter dem Einfluss von BMC zeigen’. Ein
Grund hierfiir kdnnte sein, dass sich, dhnlich wie bei der induzierten Membran?®,
die Vaskularisierung der Epiflex-Membran im Laufe des Heilungsprozesses

andert und gegebenenfalls abnimmt.

In einer weiteren Studie hat unsere Arbeitsgruppe die Effekte von
unterschiedlichen Dosen an BMCs auf die Knochenheilung untersucht’®. Dabei
zeigte sich eine Verbesserung der allgemeinen Knochenheilung mit steigender
BMC-Konzentration mit einer vermuteten optimalen Dosis zwischen 2x10° und
1x10” Zellen pro ml. Dabei fand sich allerdings nur eine tendenzielle
Verbesserung der Angiogenese mit steigender BMC-Konzentration. Dies deckt
sich mit den Befunden von Hernigou et al., welche ebenfalls eine verbesserte
Wirkung mit steigender Konzentration an Zellen fanden’’. In ihrer Arbeit haben
sie Patienten mit Tibiadefekten Knochenmarksaspirat entnommen, die
Stammzellen separiert und konzentriert und schlussendlich in den Tibiadefekt

eingebracht. Dabei erreichten 53 von 60 Patienten einen Defektverschluss. Bei
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den 7 Patienten, die dies nicht erreichten, enthielten die verabreichten
Zellpraparate signifikant weniger Stammzellen. Auflierdem zeigte sich eine
negative Korrelation zwischen der Konzentration der Zellen und der Zeit, in

welcher die Ausheilung erreicht wurde.

AbschlieRend zeigte sich auch in der MOVAT-Farbung eine signifikante
Transformation der Epiflex-Membran zu histologisch kndchernem Gewebe.
Begleitende radiologische Analysen zeigten hierbei auch eine deutliche
Mineralisierung der Epiflex-Membran an’8. Dies lasst sich auf die durch die BMC
sezernierten Zytokine und Wachstumsfaktoren zurlckfuhren, flr welche die
Epiflex-Membran ein geeignetes Milieu schafft und eventuell als eine Art Barriere
fungiert, welche diese im Defekt konzentriert. Dies hat sich ebenfalls in weiteren

Arbeiten unserer Gruppe bestatigt?®7°.

4.5 Das einzeitige Verfahren ist dem zweizeitigen Verfahren nach

Masquelet nicht unterlegen

Wie bereits dargestellt, ist das Masquelet-Verfahren eine etablierte Therapie flir
CSD an den verschiedensten Knochen und Patienten®® und bietet insbesondere
bei infizierten Frakturen eine aussichtsreiche Behandlungsoption®!. Seit der
Erstbeschreibung im Jahr 198682 gab es bereits mehrere Versuche diese
Methode weiterzuentwickeln. Zum Beispiel konnte die Mdglichkeit Antibiotika®3
oder Wachstumsfaktoren in die Membran oder das verwendete

Knochenersatzmaterial einzuarbeiten die Methode weiter verbessern.

So hat unsere Arbeitsgruppe bereits gezeigt, dass Antibiotika im Knochenzement
die Bildung der induzierten Membran verandern kénnen. Hierbei konnten grol3e
Unterschiede zwischen verschiedenen Antibiotika gemessen werden®. Des
Weiteren besteht die Mdglichkeit, die Defektflllung zu variieren, um die autologe
Knochenentnahme zu ersetzen. So gibt es Versuche mit verschiedensten
organischen® und anorganischen Materialien®. Ferner wurde die Effektivitat
verschiedener KorngroRen des granuldren Knochenersatzmaterials®” und 3D-

gedruckter Implantate untersucht:89,
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Biochemisch konnten Tang et al. die im Laufe der Reifung eintretenden
Devaskularisierung der induzierten Membran verringern, indem sie in Ratten den
Delta-like ligand 4/ Notch homolog 1 (DIl4/Notch1) Pathway hemmten’>. Damit
erzielten sie eine bessere Vaskularisierung als in der Vergleichsgruppe. Yilmaz
et al. testeten den Einfluss von concentrated growth factor (CGF) auf die
induzierte Membran im Kaninchenmodell und konnten eine signifikant héhere
Proliferation und Membrandicke zeigen®. In einem zweiten Versuch zeigte sich
nach der Behandlung mit CGF auch radiologisch im yCT eine verbesserte

Knochenheilung®'.

Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Induktion der Membran. Einige Versuchsgruppen
experimentierten mit verschiedenen Alternativen zum klassischen PMMA
Spacer®>9. Mathieu et al. nutzen Spritzen aus Polypropylen als Spacer und
erreichten mit diesem besser verfligbaren und kostengunstigeren Material eine
vergleichbare Qualitat der Masquelet-Membran in der Ratte®*. Im Rahmen dieses
Versuches zeigten sie auch, dass eine Entfernung der Membran zum Zeitpunkt
der definitiven Versorgung fast sicher zum Scheitern des Heilungsprozesses
fuhrt. Dies konnte unsere Arbeitsgruppe ebenfalls belegen. Bei einer Vorarbeit
unter Verwendung des gleichen Tiermodels wurde bei der Halfte der Tiere
wahrend des Zweiteingriffs auch die induzierte Membran entfernt. Hier zeigte
sich eine signifikant schlechtere Knochenheilung als in den Vergleichsgruppen
mit induzierter Membran®. Diese Experimente zeigen eindeutig die Relevanz der
induzierten Membran fir die Knochendefektheilung, und dass die Entfernung der

induzierten Membran keine Option darstellen sollte.

Das Konzept des zweizeitigen Vorgehens wurde jedoch nicht in Frage gestellt.
Durch unseren Ansatz, die erste Operation zur Induktion der Membran durch den
Einsatz einer kunstlichen Membran zu Uberspringen, kann die Behandlungszeit,
das Trauma fur die Patienten und die Kosten reduziert werden. Eine weitere Idee
dieses Verfahren zu erganzen, ware die Nutzung von resorbierbaren
Osteosynthesematerialen. So konnten da Silva et al®® in einer Meta-Analyse
zeigen, dass der Einsatz von resorbierbaren Magnesiummaterialen dem
Goldstandard Titan nicht unterlegen ist. So kénnte man sich auch die

postoperative Metallentfernung sparen, um zu einem ,echten“ einzeitigen
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Verfahren zu gelangen. In unserer Arbeit zeigte sich bezlglich der Parameter
Vaskularisierung, Immunreaktion und Verknocherung eine ebenbirtige oder
bessere Wirksamkeit der Epiflex-Membran im Vergleich zur induzierten
Membran. Eine Limitierung stellt sicherlich das Fehlen einer ,Vorbehandlung®
des Defektes da. So kdnnten infizierte Frakturen problematisch sein. Bei der
klassischen Masquelet-Technik kann durch die Nutzung eines mit Antibiotika
angereichertem PMMA-Spacer eine Eradikation des Infekts vor der definitiven
Versorgung erzielt werden®”. Bei einem einzeitigen Verfahren ist dies nicht im
gleichen Ausmal® mdglich. Fir alle anderen Frakturen ist das einzeitige
Verfahren jedoch eine vielversprechende Alternative, welche einen messbaren

Benefit fur den Patienten bringen kdnnte.
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5. Zusammenfassung

Knochendefekte sind ein haufig anzutreffendes Krankheitsbild mit multiplen
Ursachen wie zum Beispiel Trauma, Infektion und Tumore. Besondere
Aufmerksamkeit bedlrfen dabei Knochendefekte kritischer Gréfze (CSD). Diese
sind definiert als ein Knochendefekt, der trotz adaquater Stabilisierung in der
Lebzeit des Patienten nicht abheilen wird. Gerade diese sind in der Versorgung
sehr zeit- und geldintensiv und stellen eine grol3e Belastung fur den Patienten
dar. Trotz deren Haufigkeit finden sich nur Behandlungsverfahren, die mit
signifikanten Nachteilen einhergehen. Daher ist gerade in der Behandlung von
CSD weitere Forschung und die Entwicklung neuer Behandlungsmaglichkeiten
notig. Ein gut belegtes und klinisch erfolgreich angewandtes Verfahren stellt die
Masquelet-Technik dar, welche ein zweizeitiges Verfahren ist, bei dem zunachst
in einer ersten OP der Defekt ausgiebig durch Debridieren und die Zugabe von
Antibiotika vorbereitet wird und anschlieRend mit einem Spacer aus
Knochenzement und einem geeigneten Osteosyntheseverfahren stabilisiert wird.
Uber mehrere Wochen bildet sich nun eine Biomembran, die Masquelet-
Membran, um den Spacer, welche in einer zweiten OP er6ffnet wird. Daraufhin
wird der Spacer entfernt und zum Beispiel mit autologem Knochen aus dem
Beckenkamm geflllt. Dann wird die Membran wieder verschlossen und der
Defekt kann abheilen. Mit diesem Verfahren kénnen auch gro3e Defekte versorgt
werden und in der Literatur finden sich Erfolge bei bis zu 25cm langen Defekten.
Limitierungen finden sich hier in der Verfugbarkeit von autologem
Knochenmaterial. Hier kann mit synthetischen Knochenersatzstoffen, wie zum
Beispiel B-TCP, oder xenogenen Materialen zum Beispiel vom Rind gearbeitet
werden. Einen weiteren grolien Nachteil sahen wir jedoch in der Notwendigkeit
einer zweiten OP. Dies setzt den Patienten erneut dem Operations- und
Narkoserisiko aus, ist mit erneuten Schmerzen verbunden und fuhrt zu
verlangerten Krankenhausaufenthalten mit gesteigerten Kosten. Um dies zu
umgehen, wurde in dieser Arbeit die Masquelet-Membran durch eine Membran
aus dezellularisierter humaner Dermis (Epiflex) ersetzt, welche bereits erfolgreich
bei der Behandlung grélierer Bauchwanddefekte eingesetzt wird. So kdnnte man
in einer einzigen OP den Defekt mit der Dermis umhillen und direkt mit dem

gewlnschten Knochenersatzmaterial fiillen. Hypothese war, dass eine
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Defektumhullung mit Epiflex die Defektheilung vergleichbar zur induzierten
Membran unterstutzt. Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war, ob durch den
Einsatz von mononuklearen Zellen des Knochenmarks (BMC) die
Knochenheilung zusatzlich verbessert werden kann. Zu diesem Zweck wurden
sechs Gruppen aus mannlichen Sprague-Dawley-Ratten gebildet, welche einen
1 cm starken Defekt im Femur gesetzt bekamen. Die Gruppen 1 und 2 wurden
mit dem Masquelet-Verfahren, Gruppe 1 ohne und Gruppe 2 mit Zugabe von
BMC, behandelt. Die Gruppen 3 bis 6 wurden mit dem einzeitigen Verfahren
unter Verwendung der Dermis als Defektumhillung und verschiedenen
Kombinationen von BMC in einer einzigen OP behandelt. Nach 8 Wochen
wurden die operierten Femora, inklusive jeweils eines nicht operierten
Referenzfemur pro Gruppe explantiert und histologisch aufgearbeitet. Mittels der
MOVAT Farbung wurde die Knochenneubildung im Defekt und die histologische
Transformation der Membran in knéchernes Gewebe beurteilt. Es konnte ein
signifikanter kndcherner Umbau der Epiflex-Membran beobachtet werden. Da mit
der Epiflex-Membran ein Fremdkoérper in den Organismus eingebracht wurde,
wurde auch das Inflammationsgeschehen anhand histologischer Farbungen flr
Monozyten/Makrophagen (CD68) sowie fur Granulozyten (CAE) beurteilt. Dabei
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Verfahren. Allerdings
konnte eine unterschiedliche Verteilung der Immunzellen nachgewiesen werden.
Abschlieend wurde anhand von immunhistologischen a-SMA und VvWF-
Farbungen die Vaskularisierung im Defekt beurteilt. Die Epiflex-Membran wurde
in gleichem Mal3e wie die induzierte Membran von Gefal3en durchdrungen. Dabei
wuchsen haufig Gefalle aus dem umliegenden Muskelgewebe in den Defekt ein.
Die zusatzliche Transplantation von BMC, welche eine zusatzliche Variable in
dieser Arbeit darstellten, beeinflusste die Knochenheilung positiv. In Gruppen mit
zusatzlichen BMC wurde geringere Inflammation und eine verbesserte
Verkn6cherung im Defektbereich beobachtet. Die GefalRdichte wurde durch
zusatzliche BMC jedoch nicht erhoht. AbschlieBend lasst sich aus den
Ergebnissen schlieRen, dass der Ersatz der Masquelet-Membran durch die
einzeitige Versorgung mit einer humanen dezellularisierten Dermis zu
mindestens gleichwertigen Ergebnissen im Vergleich zur zweizeitigen

induzierten Membrantechnik nach Masquelet fihrt.
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6. Summary

Bone defects are a frequently encountered clinical picture with multiple causes
such as trauma, infection and tumors. Bone defects of critical size (CSD) require
special attention. These are defined as a bone defect that will not heal during the
patient's lifetime despite adequate stabilization. These in particular are very time
and money consuming to treat and place a great burden on the patient. Despite
their frequency, only treatment procedures that are associated with significant
disadvantages can be found. Therefore, especially in the treatment of CSD,
further research and the development of new treatment options is needed. A well-
documented and clinically successful procedure is the Masquelet technique,
which is a two-stage procedure in which the defect is first extensively prepared
by debridement and the addition of antibiotics in a first operation and then
stabilized with a spacer made of bone cement and a suitable osteosynthesis
procedure. Over several weeks, a biomembrane, the Masquelet membrane, now
forms around the spacer, which is opened in a second operation. The spacer is
then removed and filled with autologous bone from the iliac crest, for example.
Then the membrane is closed again and the defect can heal. This procedure can
also be used to treat large defects, and literature reports success with defects up
to 25 cm long. Limitations are found in the availability of autologous bone
material. Synthetic bone substitutes, such as B-TCP, or xenogenic materials, for
example from bovine, can be used here. However, we saw another major
disadvantage in the need for a second surgery. This again exposes the patient to
surgical and anesthetic risk, is associated with renewed pain, and leads to
prolonged hospital stays with increased costs. To circumvent this, in this work the
Masquelet membrane was replaced by a membrane made of decellularized
human dermis (Epiflex), which is already successfully used in the treatment of
larger abdominal wall defects. Thus, in a single surgery, the defect could be
enveloped with the dermis and filled directly with the desired bone graft substitute.
It was hypothesized that defect wrapping with Epiflex would support defect
healing comparable to induced membrane. Another question addressed in this
work was whether the use of bone marrow mononuclear cells (BMC) could
additionally enhance bone healing. For this purpose, six groups were formed from
male Sprague-Dawley rats that had a 1 cm defect placed in the femur. Groups 1
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and 2 were treated with the Masquelet procedure, group 1 without and group 2
with the addition of BMC. Groups 3 to 6 were treated with the single-stage
procedure using the dermis as the defect envelope and various combinations of
BMC in a single surgery. After 8 weeks, the operated femora, including one
nonoperated reference femur per group, were explanted and histologically
processed. MOVAT staining was used to assess new bone formation in the defect
and histologic transformation of the membrane into bony tissue. Significant bony
remodeling of the Epiflex membrane was observed. Since a foreign body was
introduced into the organism with the Epiflex membrane, inflammation was also
assessed by histological staining for monocytes/macrophages (CD68) and
granulocytes (CAE). This showed no significant differences between the
methods. However, a different distribution of immune cells could be detected.
Finally, immunohistochemical a-SMA and vWF staining were used to assess
vascularization in the defect. The Epiflex membrane was penetrated by vessels
to the same extent as the induced membrane. Vessels from the surrounding
muscle tissue frequently grew into the defect. Additional transplantation of BMC,
which was an additional variable in this work, positively influenced bone healing.
In groups with additional BMC, less inflammation and improved ossification in the
defect area were observed. However, vascular density was not increased by
additional BMC. In conclusion, the results suggest that replacement of Masquelet
membrane with single-stage delivery of human decellularized dermis leads to at
least equivalent results compared with the two-stage induced membrane

technique according to Masquelet.
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