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1 EINLEITUNG

Die Versorgung angeborener oder erworbener Knoafektd stellt eine grole
Herausforderung in der Chirurgie dar. Neben der défieerstellung von Funktion und
Belastbarkeit spielt die Asthetik fiir die Lebenddéader Patienten, besonders in der Mund-,

Kiefer- und Gesichtschirurgie, eine entscheidendideR

1.1 Knochengewebe

Physikalische Harte und biologische Plastizitatlzeen den Knochen aus (Leonhardt 1990).
Zwar erscheint Knochengewebe als widerstandsfaliigetsubstanz mit mechanischer
Stabilitat, die fur Lastbeanspruchung, Fortbewegumgy Schutz der inneren Organe bendtigt
wird (Kneser et al. 2006), dennoch erfolgt untefr@chterhaltung der Funktion ein standiger
Umbau (Schiebler 1999). Der Knochen zeigt eine Aspag an veranderte funktionelle
Beanspruchung (Schiebler 1999). Diese besonderstuingisfahigkeit der funktionellen
Anpassung und der Heilung geschieht durch Umbaue okine Narbe zu hinterlassen
(Buckwalter et al. 1996b, a). Die ausgezeichnetskMiarisierung des Gewebes ermdoglicht
einen intensiven Stoffaustausch (Leonhardt 1990)Khochen sind 99% des Calciums und
75 % des Phosphates des Korpers enthalten, dieohefingesteuert freigesetzt werden
(Leonhardt 1990). Die Hamatopoese findet im Knoaohak statt (Leonhardt 1990).

Die unterschiedlichen funktionellen Erfordernisses dKnochengewebes spiegeln sich in
seinem komplexen Aufbau wider. Im adulten Skeletthren unterscheidet man die aul3ere
Substantia compactg@Corticalis), ein verdichtetes Gewebe mit weniger als 10% $ititen,
und die innereéSubstantia spongiosaje schwammartig in Trabekeln organisiert ist uag d
Knochenmark enthalt (Leonhardt 1990, Kneser €2G06).

Auch wenn das Knochengewebe von einer Vielzahlraatgedlicher Zellen besiedelt ist,
wird die funktionelle Integritat von drei funktiolheverschiedenen Zelltypen aufrecht
erhalten: Osteoblasten, Osteozyten und Osteokld€en 1970, Buckwalter et al. 1996a,
Aubin 1998b).

Osteoblasten produzieren die kollagenen und niché&denen Bausteine der Knochenmatrix,
sie entstehen aus stromalen Stammzellen bzw. Htogesllen (Schroeder 1992).

Osteozyten regulieren die Ausreifung und Minerdikisader neu gebildeten Knochenmatrix,
ausgereifte Osteozyten weisen proteinsynthetisierefktivitat auf (Baud 1968, Schroeder
1992). Sie sind fiur die Osteolyse (Knochenabbauw) die Osteoplasie (Knochenanbau)
verantwortlich und am Mineralstoffwechsel beteili[Belanger 1969, Jande & Belanger 1971,
Schroeder 1992).



Osteoklasten bauen mittels hydrolytischer Enzymie,der sauren Phosphatase, Knochen ab
und bilden so mit den Osteoblasten und Osteozytenden Knochen remodellierendes
System (Schroeder 1992).

Diese gewebespezifischen Zellen sind in einer hoctgtexen Matrix aus mineralisiertem
Hydroxylapatit und einem nicht mineralisierten arigghen Anteil, der Kollagen,
Glycoproteine, Proteoglycane und Sialoproteine @tleingebettet (Heinegard & Oldberg
1989, Robey et al. 1993). Der anorganische Anteigls eine wesentliche Rolle bei der
Differenzierung und der Kontrolle des Wachstums dexi genannten Zelltypen und der
Umbildung des Knochens (Robey et al. 1993, Lian t&ir51995, Huang & Ingber 1999,
Nomura & Takano-Yamamoto 2000). Durch eine Fullesgbeiedener Wachstums- und
Transkriptionsfaktoren, die die Zell- und Matrixenhktion als Antwort auf interne und
externe Reize koordinieren, wird die EntwicklungduRegeneration des Knochens in
komplexen Prozessen reguliert (Urist et al. 1988inSet al. 1990, Lian & Stein 1995, Mundy
1996, Stein et al. 1996, Probst & Spiegel 1997,yD&iKarsenty 1998, Reddi 1998a, Ducy
2000, Olsen et al. 2000, Karsenty 2001).

1.2 Knochenersatz

Zwischen Knochenimplantat und —transplantat kamsibntlich der Vitalitat unterschieden
werden. Die Ubertragung von Knochengewebe mitefitdnochenbildenden Zellen wird mit
dem Terminus ,Transplantation bezeichnet, die vdéoter Materie dagegen als
.iImplantation“ (Alloplastik) (Kubler 1997).

Um Defekte mit einer kritischen Grol3e, das heilst gmer Grolie, die keine Spontanheilung
mehr zuldsst, zu ersetzen, sind die Klinischen Mbigkiten eingeschrankt.

Knochenersatzmaterialien werden beziglich ihrektigft unterschieden (Kubler 1997). Der
heutige Goldstandard fur Knochenersatz ist das l@ggp das heil3t korpereigene,
Knochentransplantat (Gazdag et al. 1995, Kneseralet2006), welches eine gute
Einheilungstendenz und nur geringe postoperativessofpgonsvorgange aufweist. Ein
weiterer Vorteil ist, dass Knochen durch Zellen @emnsplantates selbst und durch Induktion
im Transplantatlager befindlicher undifferenzierteanesenchymale Stammzellen in
Knochenzellen neu gebildet werden kann (Reuther819€&in tumorbedingt fehlender

Unterkiefer kann zum Beispiel mit einem freien, mighirurgisch anastomosierten Fibula-,
Scapula-, Beckenkamme-, oder Rippentransplantatzénserden (Swartz et al. 1986, Ozaki et
al. 1997, Shea et al. 1997). Zwar ist in der Emmaegion meist nicht mit



Langzeitproblemen zu rechnen (Anthony et al. 19fpitzer et al. 1997), dennoch sind
Blutungen, Hamatome, Infektionen und chronischen®&lzen immer wieder auftretende
Komplikationen (Banwart et al. 1995, Arringtonagt 1996, Behrens et al. 2001, Ebraheim et
al. 2001). Zusatzlich kénnen Sekundaroperationdaweradig werden, wenn die Kontur von
Knochentransplantat und Empféangerregion angegliebenden muss (Miller & Schusterman
1997) oder Osteosynthesematerialien entfernt werd@ssen. Der zusatzliche Einsatz von
Knochenersatzmaterialien in Kombination mit autelogknochentransplantaten setzt den
Bedarf des bendtigten Gewebes zur RekonstruktioabhéSassard et al. 2000). Dennoch

bleibt der mdgliche Ersatz in Qualitat und Quangiageschréankt (Kneser et al. 2006).

Ist der Einsatz von autologen Knochentransplantateht méglich oder nicht ausreichend,
konnen weitere Knochenersatzmaterialien verwenéeden.

Aufbereitetes allogenes, das heil3t von einem gastetinderen Individuum derselben Spezies
stammend, also von einem anderen Menschen, xemmgeéas heildt von artfremden
Lebewesen, zum Beispiel vom Rind stammendes (Ahal.el994, Gazdag et al. 1995,
Cetiner et al. 2003, Lobo Gajiwala 2003), oder Hstisches, das heil3t kinstlich
hergestelltes Material kann implantiert werden. pflanzt man frischen Fremdknochen, so
finden Antigen-Antikdrperreaktionen statt, die voallem auf das Fremdeiweil3
zurtckzufiuhren sind (Fuchs et al. 1963). Die datmgwendige Aufbereitung zu sogenannten
Biomaterialien geschieht zum Beispiel durch Gefirtmknung, Erhitzen, Tiefkiihlung oder
chemische Bearbeitung, so dass die Transplantate kenmunologische Abwehrreaktion
induzieren (Schmelzle 1978, Wolff 2006). Zu den rBaterialien gehdren naturliche,
synthetische oder anorganische (xenogene und adliigthe) Materialien, die als Implantate
im Organismus eingesetzt werden. So werden zumpi€i&nochenersatzmaterialien auf
Basis von Rinderknochen (Bio-JsGeistlich Pharma AG, Wollhusen, Schweiz) (Sméer
Holmes 1987, Wetzel et al. 1995, Jensen et al. ,1886i et al. 2002, Haas et al. 2002), des
hochporésen, biologischen Kalziumcarbonats kalkistierender Meeresalgen (AlgipSre
Friadent GmbH,Mannheim, Deutschland) (Ewers 2005), von Korallémefpore Cross
International Irvine, Kalifornien, U.S.A.) und Acrylat, Kalziumpisphat, oder apatitbasierte
Knochenzemente zur Versorgung von Knochendefekteyeveendet (Jupiter et al. 1997,
Cassidy et al. 2003, Zijderveld et al. 2005).

Osteoinduktion ist ein “Prozess, bei dem die Ostaege induziert wird® (Albrektsson &

Johansson 2001). Durch osteoinduzierende Faktorgeregt (Marx & Garg 1998), wird die



Mitogenese von undifferenzierten mesenchymalen edellnd ihre Differenzierung zu
Osteoprogenitorzellen unterstutzt (Albrektsson &altsson 2001), so dass neuer Knochen
gebildet werden kann (Cooper et al. 1998).

Osteoinduktive Substanzen werden klinisch genusdter ihr Einsatz ist noch nicht
vollstéandig standardisiert (Kneser et al. 2006).

Thrombozytenreiches Plasma, auch plattchenreickeessm@a (PRP) genannt, enthalt neben
dem vom Thrombozyten abstammenden Wachstumsfagtatelet derived growth Factor,
PDGF) eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren (Altmepmt al. 2004, Sammartino et al.
2005, Thorwarth et al. 2006), die die Knochenbilgluerstarken.

Bei der Osteoinduktion spielen die Bone MorphogenBtoteins (BMPs) eine bedeutende
Rolle (Albrektsson & Johansson 2001). Sie sindidsl Glykoproteine der Transforming
Growth Faktor (TGFB-Familie und werden nattrlicherweise bei einem Trawder dem
Remodelling (Umbau) freigesetzt (Albrektsson & Jwdson 2001). BMPs sind als die
wichtigsten osteoinduktiven Faktoren in demineraliter Knochenmatrix (demineralised
bone matrix, DBM) identifiziert worden (Reddi 1998Bucy 2000). Aktuelle Studien
beschreiben jedoch auch kanzerogene EigenschadteBMIPs (Dai et al. 2008, Gordon et al.
2008, Liu et al. 2008).

DBM st in verschiedenen Formen fir den Kklinischemsatz erhaltlich und kann aus
allogenem oder xenogenem Knochen gewonnen werdedddx et al. 2000, Moghadam et
al. 2004, Traianedes et al. 2004, Pietrzak et@5® Das osteoinduktive Potential ist stark
von der Anwendung und der Spenderseite abhangigsgtret al. 2006).

1.3Bioartifizielle Gewebezlchtung (Tissue engineering)

Das Tissue engineering, wie die Zuchtung von hiizgllen Geweben auch genannt wird,
ist ein interdisziplinares Gebiet der Technologieer Ingenieurs-, Werkstoff- und
Lebenswissenschaften (Life Sciences oder Biowis$eften, umfassen die Biologie und
verwandte Bereiche, wie Biochemie, Molekularbio&ggiBiophysik), mit dem Ziel
Gewebefunktionen aufrecht zu erhalten, zu ersetzenyerbessern, oder grundlegend zu
erforschen (Langer & Vacanti 1993).

Bausteine der Gewebezichtung sind die BestandiedeKnochengewebes und die bereits
genannten Knochenersatzmaterialien. Die klinisch&zihg definiert die gewinschten
Eigenschaften des zu zichtenden ErsatzknochensséKm al. 2006). Um erfolgreich zu
sein, missen diese Materialien in einer genau koerten raumlichen und zeitlichen

Abhangigkeit mit prazise ausgearbeiteten chirurggackonzepten eingesetzt werden (Kneser



et al. 2006). Vorsicht bedarf es mit ansteigendeomflexizitat der gezlchteten
Gewebemischungen, um einer Schadigung der anfélliigden oder bioaktiven Substanzen
wahrend der Transplantation vorzubeugen (Kneseralet2006). Optional kann der
Transplantation eine von einem Tag bis zu mehrbtenaten dauernde in vitro Phase, zum
Beispiel zur Zellvermehrung oder zur Induktion vggwebespezifischer Zelldifferenzierung,
voraus gehen (Kneser et al. 2006).
Ganz allgemein sind zur Neubildung von Gewebe @randelemente notwendig:

- strukturelles Gerust

- Zellen

- Wachstumsfaktoren
Dieses sogenannte triangulare Konzept der Knochensgation wird von einigen Autoren
noch um den Faktor der mechanischen StimulatioAnetg(Soucacos et al. 2008, Schmidt-
Rohlfing et al. 2009).

Eine Vielzahl von Materialien, die zum Teil auchhen als Knochenersatzmaterialien
genannt wurden, sind als Matrix zur Knochengewetisizing genutzt worden (Yang et al.
2002, Shin et al. 2003). Aufgabe der extrazellulakéatrix ist es, fur Gewebszellen ein
biologisches, der spezifischen Architektur entspeecles, dreidimensionales Gerust mit dem
kennzeichnenden Milieu zu bilden (Huang & Ingbe®9pP Sowohl die dreidimensionale
Architektur mit Oberflachenbeschaffenheit, Pordsitdd mechanischer Stabilitat als auch die
Oberflachenchemie und die damit verbundene Immumtigeder verwendeten Materialien
haben einen bedeutenden Einfluss auf das bio#tiGzGewebe (Logeart-Avramoglou et al.
2005). Die Anwendung vieler verschiedener Stofferdwerprobt, darunter bewahrte
Materialien, deren klinischer Einsatz im Zusammeghait bioartifiziellem Knochenersatz
etabliert ist (Petite et al. 2000, Groger et aD20Schantz et al. 2003, Sikavitsas et al. 2003,
Timmer et al. 2003, Stangenberg et al. 2005, Mainddaal. 2006).

Es ist bisher noch nicht bekannt, welche Art vorieogenen Zellen am Besten zur
Generierung von Knochengewebe ist, dennoch sinthtgigraler Bestandteil jedes Konzeptes
von bioatrtifiziellem Knochen (Kneser et al. 2000steogene Zellen sind eine Zellpopulation
mit einem den hamatopoetischen Zellen &hnlichenfefihzierungsweg (Bruder & Caplan
1990, Bruder & Fox 1999). Es wurden zum Beispiesemehymale Stammzellen, periostale
Zellen, Stromazellen des Knochenmarks und Ostegnlasnit Erfolg zur Zichtung
angewendet (Bruder et al. 1994, Kuznetsov et &718ubin 1998b, a, Groger et al. 2003,



Stangenberg et al. 2005).

Um die Zellen klinisch erfolgreich einzusetzen, dsiRarameter wie die Isolations- und
Expansionstauglichkeit, die Stabilitdt der ostestd@hen Phé&notypen und die in vivo
Langzeit- und Knochenbildungsstabilitéat von entsidyeder Bedeutung (Kneser et al. 2006).
Stromazellen des Knochenmarks (bone marrow strareld/BMSCs) in Verbindung mit
geeigneten Knochenersatzmaterialien sind als Vioaffei fir die Knochenbildung in
Knochendefekten bei Schafen, Hunden und Ratterhbeben worden (Petite et al. 2000, van
den Dolder et al. 2003, Weng et al. 2006).

Acil et al. haben erstmalig eine dreidimensionale Osteoblrgliem beschrieben, bei der
humane Osteoblaten sechs Wochen nach BesiedelurngenmeZellschichten auf der
Oberflache von Bio-OSs(Geistlich Pharma AG, Wollhusen, Schweiz) bildetEs konnten
Hydroxylysylpyridinoline (HP) und LysylpyridinolingLP) nachgewiesen werden, deren
Gehalt als Zeichen der Kollagensynthese zeitabhastgeg (Acil et al. 2000, Acil et al.
2002).

Osteogene Wachstumsfaktoren konnen die Proliferatiend Differenzierung von
transplantierten  osteogenen Zellen modulieren. Shesitzen die  Fahigkeit,
Knochenvorlauferzellen des Wirtes anzuziehen uncerddifferenzierung zu induzieren
(Kneser et al. 2006). Das Wachstum und die Integgraton gezichtetem Knochen kénnen
somit verbessert werden (Kneser et al. 2006). Hslemesowohl isolierte Faktoren als auch
wenig standardisierte Gemische, wie das tromboegielme Plasma oder die demineralisierte
Knochenmatrix verwendet (Maddox et al. 2000, Lietmn et al. 2002, Sammartino et al.
2005). Zu den potentesten osteoinduktiven Faktgedrdren didoone morphogenetic proteins
(BMPs) (Kneser et al. 2006).

Der erfolgreiche Einsatz von gezuchteten Knochemepew ist unter anderem durch das
Uberleben der Zellen im zum Teil suboptimal durcitdien Transplantat limitiert (Kneser et
al. 1999). Kritisch ist die Uberfiihrung von in dtgeziichteten Geweben in den Organismus,
da diese auf interstitielle Diffusion und die Dubbitung angewiesen ist (Kneser et al. 2006).
Diffusion erméglicht jedoch nur die Versorgung imem Radius von 200um (Folkman &
Hochberg 1973, Goldstein et al. 2001). Die Gefaf@wssung aus dem Transplantatlager ist
ein langsamer Prozess, so dass die Transplantateichend dinn sein missen, um ein
Uberleben zu gewahrleisten (Eiselt et al. 1998).ghdbe Hilfe konnen angiogene

Wachstumsfaktoren leisten, die bereits erfolgreictyesetzt wurden (Ahrendt 1998, Elcin et



al. 2001, Tabata 2003). Um sich nicht allein aef @efalReinsprossung aus der Peripherie des
Konstrukts zu verlassen, was eine Umgebung mit mohéaskularisierungspotential
notwendig macht, ist es moglich, ,axial vaskulamite“ (gefal3gestielte) Gewebe zu zilichten
(Kneser et al. 2006). Diese wurden mit mikrochirsecgen Gefallanastomosen, ahnlich einem

freien Transplantat, in die Defekte eingebrachtggar et al. 2006).

Mittels kultivierter Zellen und verschiedener Ma#s Knochendefekte aufzufillen, ist in

Kleintiermodellen (Breitbart et al. 1998, Perkaakt2000), Groldtiermodellen (Schliephake et
al. 2001, Abukawa et al. 2004) und auch am Mens¢bhendeckel et al. 2004, Pradel et al.
2006, Gimbel et al. 2007, Mesimaki et al. 2009)eusuicht worden. Diese Technik kommt
auch in zahlreichen Studien zum Knochenaufbau neertion von dentalen Implantaten zur
Anwendung (Fuerst et al. 2004, Yamada et al. 200¥a et al. 2005).

Die Falldarstellungen bei Mensch und Tier sind afsnohne Kontrollgruppen durchgefihrt

worden (Fuerst et al. 2004, Schimming & Schmelzei®04, Yamada et al. 2004, Chen et al.
2005, Ueda et al. 2005, Fuerst et al. 2009) odemwesden verschiedene Techniken
miteinander verglichen (Ohya et al. 2005, Pradell.e2006, Springer et al. 2006, Zizelmann
et al. 2007, Pradel et al. 2008, Shayesteh eD@B)2 Die Darstellung einzelner Patientenfalle
zeigt mogliche Losungsansatze auf (Lendeckel é0l4, Mesimaki et al. 2009). Die geringe
Fallzahl und die Dokumentation von Verlaufsbeobaegén sind allerdings kennzeichnend
fur die bisherigen Studien (Schmidt-Rohlfing et2009).

Die Knochenregeneration mit gezichteten ZellentZeggm Menschen eine Verminderung
der Spenderseitenmorbiditat, Schmerzintensitat fnredjuenz im Vergleich zum autologen

Transplantat (Gimbel et al. 2007). Die ErgebnisseNdensch und Tier deuten darauf hin,
dass diese Technik geeignet ist, die Augmentatmm Knochen zur Insertion von dentalen
Implantaten zu unterstitzen (Schimming & Schme&rei®004, Fuerst et al. 2009) und auch
die Auffullung von Knochendefekten zu erméglich{@nmeitbart et al. 1998, Lendeckel et al.

2004). Trotzdem wird auf die Notwendigkeit weiterémtersuchungen hingewiesen

(Zizelmann et al. 2007, Shayesteh et al. 2008), biésonders durch die jeweils

unterschiedlichen und nicht vergleichbaren Verfahwmeerlasslich erscheinen (Kneser et al.
2006).

Die Prafabrikation ist eine Technik, die eine Zilg von Ersatzorganen oder Korperteilen
im eigenen Korper ermdglichen kann (Cao et al. 1¥2ampbell et al. 1999, Warnke et al.

2004). 1997 prafabrizierteBao undVacanti auf dem Ricken einer Maus eine knorpelige



Ohrmuschel mit menschlicher Form (Cao et al. 1997).

Terheyden et alersetzten den Unterkiefer von Minischweinen mitteilses im Musculus
latissimus dorsi prafabrizierten Knochentranspl@stdTerheyden et al. 2001a, Terheyden et
al. 2001b), und dieselbe Arbeitsgruppe konnte aistnerfolgreich den tumorbedingt
entfernten Unterkiefer eines Patienten durch eindessen Musculus latissimus dorsi
prafabriziertes Knochentransplantat ersetzen (Waetlal. 2004). Beim Minischwein wurden
rekombinantes humanes osteogenes Protein | (rhapth BMP7 genannt, und Bio-Gss
(Geistlich Pharma AG, Wollhusen, Schweiz) verwer{derheyden et al. 2001a, Terheyden
et al. 2001b), bei dem behandelten Tumorpatiende Zusatzlich eine Anreicherung mit

korpereigenem Knochenmark statt (Warnke et al. 2004

1.4 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die Knobiidung nach Transplantation von in
vitro prafabrizierten, dreidimensionalen autologénochenzellkulturen in einem ektopen
Lager zu untersuchen.

Systematische Versuche am Groldtier sind notwendig ¢&las Verstandnis der
Knochenregeneration im Tissue engineering, um isiskhe Alternativen zu konventionellen

autologen Knochentransplantaten zu finden.



2 MATERIAL UND METHODE

Diese Studie wurde vom Minister fur Umwelt, NaturduForsten des Landes Schleswig-
Holstein gemal 88 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes2gomai 1998 genehmigt.

Die vorliegende Studie ist ein Beitrag, klinischéefnativen zu konventionellen autologen
Knochentransplantaten zu finden und damit einertsEbritt flr zukinftige Patienten zu

erzielen, indem operative Eingriffe in ihrem Umfamegluziert werden kénnen. Anhand eines
Tierversuchsmodells sollte der minimalinvasive #peutische Ansatz der Préafabrikation
durch in vitro gezlchtete, dreidimensionale autel@gteoblastenkulturen evaluiert werden.

2.1 Versuchstiere

Fir die Studie wurden sechs ausgewachsene, wellBéttinger Minischweine (Ellegard
Gottingen Minipigs ApS, Dalmose, Danemark) im dwaimittlichen Alter von 25 Monaten,
mit einem Gewicht von circa 35 kg verwendet.

Die artgerechte Versorgung der Minischweine wurdechl ausgebildete Tierpfleger in
Stallhaltung mit Einzelgehegen bei 20°C, 50-70% tfiewichtigkeit und 12 Stunden
Lichtangebot sichergestellt. Die Tiere bekamen Btihivein Diat-Futter in Pelletform (Ssniff

Spezialitaten GmbH, Soest, Deutschland) und eirsctirédnktes Wasserangebot.

2.2 Narkose, Schmerzkontrolle und Antibiose

Alle operativen Eingriffe an den Tieren fanden imubationsnarkose statt. Zunéchst wurde
die Narkose der Minischweine mit einer intramuskené Injektion, in einem handbreiten
Abstand hinter dem Ohrgrund, eingeleitet. In eMeschspritze wurden dabei 0,5 ml Stresnil
(Janssen Pharmaceutica, Beerse, Belgien) und 1g8anil0 kg Korpergewicht Ketamin 10%
(Ketavef, Upjohn GmbH, Heppenheim, Deutschland) verabreicht

Unter Zuhilfenahme eines geraden Miller-Laryngostoper Grol3e IV konnte nun ein
blockbarer gerader Standard-Tubus (P&ttésent, England, GroRe 8/8,5) eingefiihrt werden.
Die Intubationsnarkose fand mit,ON,O im Verhaltnis 2:1 und 2% Isoflurane (For&ne
Abott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) statt.

Puls und Blutsauerstoffgehalt wurden mit einem ®umeter (Oxypac 2000, Drader
Medical Deutschland GmbH, Lubeck, Deutschland)féhrend tberwacht.

Perioperativ bekamen die Tiere intravents 10 Megaidilin (Grinenthal GmbH, Aachen,
Deutschland) als Antibiose und 1ml Novaminsulfotiegharn? 2,5 (Wirkstoff: Metamizol-

Natrium, Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) zur r8elzkontrolle. Postoperativ wurde
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die Schmerzkontrolle mit 4x40mg Tramadol (TrafhalGriinenthal GmbH, Aachen,

Deutschland) als Futterzusatz weitergefuhrt.

2.3 Erster operativer Eingriff: Knochen- und Blutentnahme

In einer ersten Operation wurde den Tieren Knochem Beckenkamm entnommen. Die
Tiere wurden sediert und in Linksseitenlage geliracRechtsseitig wurde die
Schulterschwarte auf HOhe der tastbaren Spinaail@aterior superior grof3zigig rasiert,
anschlieBend wurde eine Hautdesinfektion mit Betais&-Losung (Mundipharma GmbH,
Limburg, Deutschland) und die sterile Abdeckung @gserationsfeldes durchgefihrt. Zur
Freilegung des Beckenkamms wurde eine etwa 4 cgel&chnittfihrung in dorsoventraler
Richtung vorgenommen. Mit Hilfe eines kleinen Knenmeil3els wurden etwa 3 cm?3
Knochen entnommen und die Inzisionswunde schicseveerschlossen. Die Muskelnaht
wurde mit VicryP der Starke 5-0 (Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutsut) ausgefiihrt,
danach folgte eine subkutane Naht mit Déx@R0 (Braun-Dexon, GmbH, Spangenberg,
Deutschland) und die &uRere Hautnaht mit Supraga (Resorba Wundversorgung GmbH,
Nurnberg, Deutschland). Zusatzlich wurden jewei 2nl Blut aus den Ohrvenen zur

Herstellung von Nahrmedium entnommen.

2.4 Anwachskulturen und Hdroxylapatit-Granulat

Nach der Entnahme wurden die Knochenbiopsien icad,4 cm grol3e Stiicke zerkleinert
und mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) géspiih anschlieRend Anwachskulturen
herzustellen. Deren Kulturbedingungen und das Muadifdrderten Gber 90% reines
Osteoblastenwachstum (Acil et al. 2000). Das aldirid@dium dienende Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, Biochrom, Berlin, Deagahland) wurde zweimal
wochentlich gewechselt. Dem DMEM wurde anstatt ¥etalem Kélberserum jeweils das
autologe Serum der Versuchstiere, 100 mg / L Sireptin, 16 i. E. Penicillin, 200 nM
Dexamethason (Biochrom, Berlin, Deutschland) und reM L-Ascorbinsaure 2-Phosphat
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) zugesetdechs Wochen wurden die
Osteoblasten in einem Begasungsbrutschrank kultigieasserdampfgesattigte Atmosphéare
bei 37° C, 95% AuRenluft und 5% GOHaereus Christ, Osterode, Deutschland). Das
Nahrmedium wurde in Zellkulturflaschen (Tissue ordt flasks, 175 cm?, Sarstedt, Newton,
North Carolina, U.S.A.) gesammelt.

Nach den sechs Wochen Kulturdauer fand eine zwRasage statt, und die Osteoblasten
wurden auf Bio-Os8Granulat (Geistlich Pharma AG, Wollhusen, Schwaizgebracht.
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Das xenogene Knocheneratzmaterial (Biomaterial)-@& (Geistlich Pharma AG,
Wollhusen, Schweiz) ist ein aus australischer Rkmechenspongiosa gewonnenes
naturliches Knochenmineral. Die Struktur ist chezhisnit dem nattrlichen feinkristallinen
Apatit der mineralisierten menschlichen Knocheniatergleichbar. In einem mehrstufigen
Herstellungsprozess entsteht eine hochgereinigteefdistruktur, die mit trockener Hitze
sterilisiert wird. Bei der Herstellung werden atleganischen Anteile des bovinen Knochens
entfernt und es bleibt nur die porése, nicht regobare Hydroxylapatitmatrix tbrig, die als
ein Gerust fur das Einwachsen von Osteoblasten @efdl3en dient. Diese als
Osteokonduktivitat bezeichnete Eigenschaft und aaste gute Biokompatibilitat sind
experimentell und klinisch firr Bio-O8s(Geistlich Pharma AG, Wollhusen, Schweiz)
ausfuhrlich dokumentiert worden (Smiler & HolmesBT9Wetzel et al. 1995, Jensen et al.
1996, Artzi et al. 2002, Haas et al. 2002).

Um die Osteoblastennatur der Zellen nachweisendrundn, wurde eine Parallelkultur auf
Bio-Os$’ Granulat (Geistlich Pharma AG, Wollhusen, Schweiayjelegt, deren Uberstand
man auf Knochenkollagen Typ | mittels Hochleistdhgssigkeitschromatographie (high
performance liquid chromatographie, HPLC) sowie umimstochemisch durch
Osteocalcinnachweis untersuchen konnte. Die durdthlgistungsfliissigkeitschromato-
graphie nachweisbaren Hydroxylysylpyridinoline (H)d Lysylpyridinoline (LP) sind nicht
reduzierbare Quervernetzungen, die wahrend deag@fireifung entstehen. LP ist spezifisch
fur Knochen und Dentin (Eyre 1981). Osteocalcireist Protein, welches ausschlief3lich von
Osteoblasten und Odontoblasten gebildet wird und \eeit verbreiteter Marker zum
Nachweis von Knochenbildung (Houben et al. 1997).

Um bei einer Knochenneubildung implantierte Ostast@n von eingewanderten
Osteoblasten unterscheiden zu kénnen, wurde eind€eiexpandierten Osteoblasten, bevor
sie auf das Bio-OSsGranulat gesat wurden, mit dem Lebendfarbstoff P&HSigma-
Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) gefarbt. PKH26 ein rot fluoreszierender Farbstoff
(Emissionsmaximum 567 nm), der sich in die Zellmeankeinlagert und zum Nachweis von
verschiedenen Zelltypen in vitro und in vivo gukdmentiert ist (Horan et al. 1990, Chawla
et al. 2006, Yang et al. 2008, Kang et al. 2009).

2.5 Zweiter operativer Eingriff: Transplantation
Die Transplantationsterminologie dieser Arbeit folgr bewahrten Einteilung in Tabelle 1
(Kubler 1997).
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Tabelle 1: Transplantationsterminologie (Kubler 1997)

Autologes Knochentransplantat Verpflanzung inndrteahes Individuums

Allogenes Knochenimplantat Verpflanzung zwischettividuen derselben Spezies

Xenogenes Knochenimplantat Verpflanzung zwischewlividuen verschiedener
Spezies

Alloplastisches Knochenimplantat Vollsynthetische Herstellung eines Biomaterials,

bzw. Knochenersatzmaterial bzw. ausgiebige physikalische und oder chemische
Bearbeitung xenogener (speziesfremder)

Gewebearten bzw. Gerlstbausteine

Nach einer Woche Inkubationszeit auf dem Bio®O@ranulat (Geistlich Pharma AG,
Wollhusen, Schweiz) wurden die dreidimensionaleneQdastenkulturen in das jeweilige
Schwein transplantiert.

In der zweiten Operation wurde den Tieren in dexmten Musculus latissimus dorsi die auf
Bio-Os$’ Granulat geziichteten Osteoblasten transplanfiefion 1896 erstmals als gestielter
Lappen (Tansini 1896) und 1976 als freie Transplaon beschrieben (Baudet et al. 1976),
wird der Musculus latissimus dorsi Lappen heutedén rekonstruktiven Chirurgie gangig
angewendet. Der grof3flachige und facherférmige Miusclatissimus dorsi wird durch die
aus der Arteria subscapularis entspringende Arteaeacodorsalis versorgt (Tillmann 1987),
die aufgrund ihres Gefal3lumens zur Reanastomogjegerignet ist (Riediger 1995). Eine
Reinnervation Uber den Nervus thoracodorsalisust Beispiel bei der Zungenrekonstruktion
(Howaldt & Bitter 1990, Wolff 2006), oder zur Wietherstellung der Gesichtsmotorik (Harii
et al. 1976, Wolff 2006) moéglich. Am Schweinemodeiirde der Musculus latissimus dorsi
Lappen in der experimentellen Chirurgie verwend&itdrd-Ami et al. 1990, Banic et al.
1997, Terheyden et al. 2004).

Die Tiere wurden, wie bei der ersten Operation lksben, in Narkose gebracht, auf Hohe
der Schulterblatter grofRzugig rasiert und desieftzizunachst wurde in Linksseitenlage nach
steriler Abdeckung des Operationsfeldes der redhisculus latissimus dorsi Uber einen
Flankenschnitt freigelegt und langs des Muskelfastaufs eine 3 cm lange und 2 cm tiefe
Tasche prapariert, die, mit Hilfe eines scharfeffdl® nach Partsch, mit circa 2 ml von dem
von Osteoblasten tiberwachsenen Bio®G8mnulat gefiillt wurde. Die Muskelrander wurden

anschlie3end mit resorbierbarer Naht adaptiertdim®/unde schichtweise verschlossen.
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Als Kontrolle diente der linke Musculus latissimdsrsi, bei dem ebenso verfahren wurde,
aber das Bio-OSsGranulat war hier nur mit Zellkulturmedium (DMEMprbehandelt und
enthielt keine vitalen Zellen.

Die zum Zellnachweis mit PKH26 (Sigma-Aldrich, Dehofen, Deutschland) gefarbten
Osteoblasten auf Bio-O%sGranulat wurden in einer separaten Muskeltasche Me

infraspinatus eingebracht.

2.6 Intravitale polychrome Sequenzmarkierung

In den folgenden sechs Wochen wurde einmal wodbbrgine intraperitoneale Injektion von
Fluorochromen vorgenommen.

Eine Woche nach der Transplantation des mit Osastdnh (iberwachsenen Bio-Oss
Granulates in den Musculus latissimus dorsi begidne/urde mit der intraperitonealen
Injektion der in Tabelle 2 aufgelisteten Fluoroahe begonnen. Mittels einer Brauntile
(gran: 1,3 x 45 mm, G 18, Fa. B. Braun Melsungen, M&Isungen, Deutschland) wurden
diese zwischen der zweiten und dritten linken Bwmaste der Minischweine injiziert.

Tabelle 2: Reihenfolge der Fluorochrommarkierung nach Tramgpteon

Fluorochrome

Notwendige Dosis

Injektionszeitpunkt

1. Xylenol-Orange,
6% in 2% NaHCO3
Losung

1,5 ml/kg Korpergewicht

1. und 2. Woche nach
Transplantation

2. Calcein-Grin,
1% in 2% NaHCO3
Losung

0,5 ml/kg Korpergewicht

3. und 4. Woche nach
Transplantation

3. Alizarinkomplexon
3% in 2% NaHCO3
Losung

0,8 ml/kg Korpergewicht

5. Woche nach
Transplantation

4. Tetrazyklin
Doxycyclin-
ratiopharrfi SF
(Injektionslosung),
Ratiopharfi GmbH,
89070 Ulm

1,5 ml/kg Korpergewicht

6. Woche nach
Transplantation

2.7 Opferung und Perfusionsfixierung

Nach sechs Wochen wurden die Tiere geopfert. Diaiddhweine wurden in eine tiefe

Narkose versetzt. In Rickenlage erfolgte ein etwacéh langer Langsschnitt Gber dem
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Sternum, welches anschlieBend dargestellt wurde. Brestkorb wurde mittels einer
Knochensage, der dargestellte Herzbeutel mit eiS&aipell erdffnet. Es wurden 5000 i.E.
Heparin (Liquimif?, Fa. Hoffmann la Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Denitsw)
intrakardial injiziert. Anschlie3end folgte einac®inzision in den linken Ventrikel. Von dort
ausgehend wurde durch die Aortenklappe eine Knopfson die Aorta vorgeschoben und
mittels einer Ligatur fixiert. Mit einem Windkessgbtem konnte nun das Gefal3system der
Tiere uber die Knopfkantle mit 10 Liter Ringerldgupei einem physiologischen Druck von
120 mm Hg durchspult werden und mit dem Blut tGbee &réffnung des rechten Vorhofs
abflieBen. Nachdem der austretende Ruckflusshfdsibend klar blieb, wurde mit 10 Liter

Fixierlosung (siehe Tabelle 3 und 4) nachgespidtsomdas Gewebe fixiert.

Tabelle 3: Herstellung des Soérensenpuffers fur die Fixiem@su

Sorensenpuffer (10 Liter)

136,09 g Kaliumhydrogenphosphat (k#0,) in 10 Liter Aqua destilata lo6sen;
178,00 g Natriumdihydrogenphosphat (N&Ay) in 10 Liter Aqua destilata I6sen;
davon

1600 ml KHPO, und 8400 ml NakPO, mischen und den pH-Wert bestimmen (pH = 7/4).
Wenn notwendig mit HCL oder Natronlauge einstellen.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Fixierlésung

Fixierlésung (10 Liter)
Formalin 37% 400 ml
Sorensenpuffer 4100 ml
Glutardialdehyd 4% 5000 ml

2.10 Praparatgewinnung und Praparatherstellung

Nach der Perfusionsfixierung wurden die Tiere rnstt®kalpell und einer grol3en Biigelsage
zerteilt und so die operierten Areale mit einemidgimigen Sicherheitsabstand von etwa 15
cm gewonnen.

Die mit PKH26 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutsaid) gefarbten Transplantate wurden
réntgenologisch geborgen und zur histologischenw&uging zunachst fir 4 Tage im
Bewegungsbad entkalkt (Tabelle 5). Die entkalktesbBn wurden bei -70°C gefroren und
mit dem Kryotom (2800 Frigocut E, Reichert-JungpBe&, New York, U.S.A.) 4-5 um dicke
Schnitte hergestellt. Die hergestellten Schnitteden auf dem Objekttrager fur eine Stunde
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getrocknet und unter dem Mikrophot-FXA-Fotomikropk@gNikon GmbH, Dusseldorf,
Deutschland) mikroskopiert, fotografiert und quatlit analysiert.

Tabelle 5: Entkalkungsverfahren nach Romeis (Romeis 1968)

Materialien Anleitung

250 g Athylendinitrolotetraessigsaure 250 g Athylendinitrolotetraessigsaure Dinatrium-
Dinatriumsalz (Titriplex Ill, Merck salz mit 200 g Aqua bidestillata versetzen und
Chemicals, Darmstadt, Deutschland| auf 80°C erhitzen.

1000 ml Aqua bidestillata Unter Rihren auf 50°C abkihlen und 50 mi
50 ml Natriumhydroxidlésung 40% | Natriumhydroxidlésung 40% dazugeben.

Mit Aqua bidestillata auf 800ml auffillen und

mit weiterer Natriumhydroxidlésung 40% auf

pH 7,4 einstellen.

Mit Aquabidestillata auf 1000ml auffullen.

Fur die Praparate aus dem M. latissimus dorsi fammdweiteren Konservierung nach der
Gewinnung eine zwei Wochen dauernde Lagerung ifro@erlosung statt.

Die Praparate wurden anschlieend mit Kreuzen alisstgebogenen Drahtklammern
definierter Grof3e markiert und in zwei Ebenen gggi(Optimus RAD, Bucky Diagnost TS,
Philips medical systems, Hamburg, Deutschland uadak T-MAT Plus DG Rontgenfilme,
Kodak, Rochester, New York, U.S.A.). Mit Hilfe egkineals konnte die genaue Position der
Transplantate und Implantate am Rontgenbild erhhitiad auf die Tierteile Ubertragen
werden. Schrittweise wurden die Praparate so dulotfernung der nicht relevanten
Strukturen verkleinert.

Die Praparate in endgultiger Grof3e wurden nochiiggleine Woche in 10%igem Formalin
gelagert.

Im PSP-Einbettautomaten (Pool of Scientific Instrumé&nBriinewald GmbH & Co KG,
Laudenbach, Deutschland) wurden die Praparatefsteagender Alkoholreihe dehydriert und
im Kuhlschrank bei 6° Celsius mit Einbettmedium ahirankt (Tabelle 6 und 7). Einzeln
wurden die Praparate dann mit Einbettmedium inv@rschlielbares Glas gefullt und im

Warmebad bei 37° Celsius ausgehartet.
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Tabelle 6: Zusammensetzung des Einbettmediums

Menge | Material

500g | Methacrylsduremethylester 99% (Ffuk&igma Aldricf Chemie GmbH,
Buchs, Schweiz)

3g | a-a-Azoisobuyronitril (Flukd, Sigma Aldricf Chemie GmbH, Buchs
Schweiz)

100 ml | Nonylphenol-polyethylenglycolacetate (FlEikaSigma Aldric/f Chemie
GmbH, Buchs, Schweiz)

5ml | Phthalsauredibutylester (Mer€kemicals, Darmstadt, Deutschland)

Tabelle 7:Einbettprotokoll

Reihenfolge Einbettmedium Temperatur Zeit
1. 60% Ethanol 20° C 2 Stunden
2. 80% Ethanol “ “
3. 90% Ethanol “ 4 Stunden
4, 96% Ethanol “ 5 Stunden
5. 100% Ethanol “ 4 Stunden
6. 1:1 Aceton-Ethanol : 5 Stunden
7. Ethanol “ 8 Stunden
8. Reines “ 10-24 Stunden

Methylmetacrylat

9. Einbettmedium 6°C 10 Tage
10. Einbettmedium 37°C bis zur Aushartung

Nach dem Ausharten der Praparate wurden die Gtésschlagen und die Praparate grob mit
einer Tischbandsage (MetdhdBochum, Deutschland) zugesagt. Um die exaktetiBosier
mineralisierten Strukturen zu lokalisieren und &ehnittebene optimal (moglichst grol3e
Querschnitte) auszurichten, wurden wieder Rontgaadunen in zwei Ebenen angefertigt
(Optimus RAD, Bucky Diagnost TS, Philips medicabt®ns, Hamburg, Deutschland und
Kodak T-MAT Plus DG Rontgenfilme, Kodak, Rochest®&ew York, U.S.A.). Die
Schnittflachen  wurden unter Verwendung von Silikantkdpapier absteigender
KoérnungsgroRe (500 bis 4000), mit einem DP2US&chleifgerat (Struefs Erkrath,
Deutschland) hochglanzpoliert.

Die polierte Flache wurde auf mit Klebefolie besthéte Objekttrager (TechnoVjtExact,
Norderstedt, Deutschland) geklebt und Schnittecioa 120 um gesagt.
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Um die beim Sagen entstandenen Rauigkeiten zutigeseierfolgte die Weiterbearbeitung
elektronisch gesteuert mit einem Mikroschleifge(BXAKT Apparatebau, Norderstedt,
Deutschland) und manuell wieder mit dem Schleifgelér Firma Struefs Gleichzeitig
wurde so auch die fur die Mikroradiografien beni&ig§chichtdicke von 80-90 um erreicht.
Die Schnitte wurden mit der Klebefolie vorsichtigorv ihrem Objekttrager gelést, um
Mikroradiographien anfertigen zu kénnen.

In einer Dunkelkammer wurden die sich auf einerid=ddefindlichen 80-90 um dicken
Praparatschnitte in engem Kontakt auf Mikroradipgraplatten (High Resolution Platten 1a
mit 2000 Linien pro Millimeter Auflésungsvermogerkadak®, Rochester, New York,
U.S.A)) fixiert.

Im Mikroradiographieautomaten (Faxitron X-ray sys$8, Hewlet Packard GmbH,
Boblingen, Deutschland) wurde bei einem Focusallstaon 16 cm eine 10 minutige
Belichtung bei 3 mA und 25 kV der Platten durchyefii Anschlielend wurden die
Mikroradiographien mit KoddkHigh Resolution Entwickler 1:4 entwickelt und rRieriomat
Fixierkonzentrat (Kodak, Rochester, New York, U.$ fixiert.

Das Ergebnis ist die Rontgenaufnahme eines hissalogn Praparates.

Zum Schutz der Beschichtung wurden die Mikroracapbreplatten mit Deckglaschen und
Einschlussmittel (Eukitt, Milan AG, Basel, Schwegihgedeckelt.

Aufgrund der Graustufenunterschiede lasst sich an Mikroradiographie neu gebildeter,
junger und schwach mineralisierter Knochen gut gegken und starker mineralisierten
Knochen abgrenzen. Auf der Aufnahme erscheint nEmechen dunkler, da die schwache

Mineralisation nur wenig Rontgenstrahlung absotbier

Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Schmitie ihrer folienfreien Seite auf neue
Objekttrager geklebt und in ihrer Dicke auf 30 peduziert (Mikroschleifgerat, EXAKT
Apparatebau, Norderstedt, Deutschland und DPB-WBchleifgerat, Struefs Erkrath,
Deutschland). Unter einer Quecksilberlampe konnsen die Praparate bei vierfacher
VergroRerung mit dem Mikrophot-FXAFotomikroskop (Nikon GmbH, Diisseldorf,

Deutschland) mikroskopiert, fotografiert und quatiit analysiert werden.

Zur weiteren histologischen Auswertung wurden dighlie drei Minuten in 0,1%ige

Ameisenséaure getaucht, mit destilliertem Wassersdwngespilt und fir 90 Minuten in
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20%iges Methanol getaucht. AnschlieRend fand erei@at Spilung mit destilliertem Wasser
statt, um dann die Schnitte fur zwei Minuten inegifoluidinblaulésung zu farben. Zum

Schutz wurden die Praparate wieder mit Deckglascheabgedeckt.
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3 ERGEBNISSE

Alle sechs Minischweine Uberlebten die gesamte Mdrsdauer komplikationsfrei, sie
zeigten klinisch keinerlei Anzeichen einer Infektioder Abstof3ungsreaktionen vom ersten
operativen Eingriff bis zur Perfundierung. Bei all&ersuchstieren heilten die Wunden

reizlos ab. Die Tiere nahmen an Gewicht zu undie&én sich der Norm entsprechend.

3.1 In vitro Zellnachweis auf Bio-Os§

Zum Nachweis der Osteoblastennatur der auf denCRS-Granulat (Geistlich Pharma AG,
Wollhusen, Schweiz) befindlichen Zellen wurden Reltaulturen angelegt und die Marker
Osteocalcin, Hydroxylylpyridinolin (HP) und Lysylgginolin (LP) bestimmt.

Die Osteocalcinfarbung der Zellen war positiv (TlEb&0) und somit ein Nachweis fur die
Osteoblastennatur der Zellen auf dem Bio®Oss

Mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographiglihperformance liquid chromatographie,
HPLC) konnten, wie in Tabelle 8, 9 und 10 dargéisteie fir Knochenkollagen Typ |
spezifischen Quervernetzungen von HP und LP nadegew werden, die wahrend der
Kollagenreifung entstehen. LP ist spezifisch fuokinen und Dentin (Eyre 1981).

In der Kontrollprobe des Bio-OSsvaren die Marker nicht nachweisbar.

Tabelle 8: Analyse der Hydroxylylpyridinolinkonzentration (HAh pmol/ml in den
Mediumiiberstanden der Osteoblastenkultivation —aufio-@S  Granulat.  Die

Konzentrationsunterschiede waren <5%.

Tier Messung A Messung B Messung C Mittelwert
1 85,268 88,917 84,187 86,124
2 44,654 45,642 46,018 45,438
3 80,131 74,92 75,682 76,911
4 58,333 59,295 54,752 57,46
5 61,035 57,719 59,95 59,568
6 47,314 48,596 50,685 48,865
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Tabelle 9: Analyse der Lysylpyridinolinkonzentration (LP) inmpl/ml in den
Mediumiiberstanden der Osteoblastenkultivation —aufio-@$  Granulat.  Die

Konzentrationsunterschiede waren <5%.

Tier Messung A Messung B Messung C Mittelwert
1 70,142 75,598 75,222 73,654
2 41,075 37,991 39,164 39,41
3 70,194 75,631 72,578 72,801
4 51,952 53,273 51,534 52,253
5 28,866 31,06 31,157 30,361
6 25,787 25,412 26,303 25,834

3.2 Vitalfarbung der Osteoblasten
Die mit dem Vitalfarbstoff PKH26 (Sigma-Aldrich, Benhofen, Deutschland) gefarbten
Osteobasten (Abb. 1) konnten in den geborgenenalmggien nicht mehr nachgewiesen
werden (Tabelle 10). Stattdessen war die griinligigenfluoreszenz des entkalkten Bio-®ss
Granulat zu beobachten (Abb. 2)

Abbildung 1: Durch Vitalfarbung mit PKH26 rot fluoreszierendst€oblasten.
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Abbildung 2: Der Kryoschnitt des Transplantates zeigt keinerei fluoreszierende
Osteoblasten, stattdessen die Eigenfluoresdeszntkalkten Bio-OS8sGranulat.

Tabelle 10: Ubersicht der positiven (+) und negativen (-) Obtastennachweise durch
Osteocalcinfarbung, der Marker HydroxylylpyridinolfHP) und Lysylpyridinolin (LP) in der

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie und \diddting (PKH26) fir die einzelnen
Versuchstiere.

Osteoblastennachweis Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
Osteocalcin + + + + + +
HP + + + + + +
LP + + + + + +
PKH26 - - - - - -

3.3 Mikroradiographie

In den Mikroradiographien sind ausschlieRlich Teiés Bio-Os8 Granulates zu finden. Die

Bildung von neuem Knochen konnte weder auf der Wars- (Abbildungen 3 und 5) noch

auf der Kontrollseite (Abbildungen 4 und 6) beoliathverden. So konnte kein Unterschied
zwischen beiden Seiten festgestellt werden. DasBi§ Granulat zeigte beidseitig keinerlei
Zeichen einer Dislokation.
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Abbildung 3: Mikroradiographie Versuchsseite, Ubersichtsvergnifig des gesamten
Transplantates, es sind ausschlieBlich Teile des-CBE Granulates sichtbar, kein

neugebildeter Knochen.

Abbildung 4: Mikroradiographie Kontrollseite, Ubersichtsvergedling des gesamten
Implantates, es sind ausschlieRlich Teile des Bi>Granulates sichtbar, kein neugebildeter
Knochen.
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Abbildung 5: Mikroradiographie Versuchsseite, Detail aus Abhilgu3, das Bio-OSs

Granulat (BO) erscheint ohne neugebildeten Knochen.

P

Abbildung 6: Mikroradiographie Kontrollseite, Detail aus Abbilty 4, das Bio-O$s

Granulat (BO) erscheint ohne neugebildeten Knochen.
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3.4 Fluoreszenzmikroskopie

In der Fluoreszenzmikroskopie wurde das ausgelieb&nochenwachstum auf der
Versuchs- (Abbildungen 7 und 9) und auf der Kotgeste (Abbildungen 8 und 10) durch das
Fehlen von Farbbanden von der polychromen SequekiEmag bestétigt. In allen Fallen
zeigte das Bio-OSs Granulat (Geistlich Pharma AG, Wollhusen, Schweigine
Eigenfluoreszenz. Die Transplantate beziehungswieig#antate waren bindegewebig im
Muskellager eingewachsen. Allgemein konnte keint&ibbei der Knochenbildung durch die
vorgezuchteten Zellen gefunden werden.
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Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopie des Bio-&ssGranulat Transplantates der
Versuchsseite, die Stiicke des Granulates (BO)isiBihdegewebe (BGW) eingebaut, MLD

= Musculus latissimus dorsi.

Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopie des Bio-&g8ranulat Implantates der Kontrollseite,
die Stucke des Granulates (BO) sind in Bindegew@e&V) eingebaut, MLD = Musculus

latissimus dorsi.
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Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopie der Versuchsseite, Ausdchait Abbildung 7, die
Stiicke des Bio-OSsGranulates (BO) sind in Bindegewebe (BGW) eingébasifinden sich
keine Markierungen durch die Fluoreszenz, MLD = bugs latissimus dorsi.

Abbildung 10: Fluoreszenzmikroskopie der Kontrollseite, Ausstthwon Abbildung 8, die
Stiicke des Bio-OSsGranulates (BO) sind in Bindegewebe (BGW) eingébesifinden sich
keine Markierungen durch die Fluoreszenz, MLD = bugs latissimus dorsi.
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3.5 Toluidinblau-Histologie

Das Bio-Os8 Granulat war auf der Versuchs- und Kontrollseitélfiddungen 11 bis 14)
bindegewebig und mit vereinzelter Kapillarisierungdie Muskeltaschen des M. latissimus
dorsi eingewachsen. Dislokationen waren nicht zobbhehten. Osteoblasten konnten nicht
nachgewiesen werden. Das Bio-Os®Granulat zeigte teilweise eine oberflachliche
Demineralisation oder deutliche Resorptionslakunemt mehrkernigen Osteoklasten
(Abbildung 15). Diese Zellen bildeten auf3erdem lemdsche Schichten um Reste des Bio-
0s€ Granulates, wie bei einem Fremdkorpergranulom. Gianulome waren in einem
faserreichen Gewebe eingebettet und von Lymphozyied Plasmazellen infiltriert
(Abbildungen 16 und 17).
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Abbildung 11: Toluidinblaufarbung des Bio-O8Granulat Transplantates der Versuchsseite,
Ubersichtsabbildung.

Abbildung 12: Toluidinblaufarbung des Bio-O%sGranulat Implantates der Kontrollseite,
Ubersichtsabbildung.
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Abbildung 13: Toluidinblaufarbung des Bio-O8sGranulat (BO) Transplantates der
Versuchsseite, die einzelnen Stuicke des Granudatdindegewebig eingewachsen.

> ‘ LN
Abbildung 14: Toluidinblaufarbung des
Kontrollseite, die einzelnen Sticke des Granulsted bindegewebig eingewachsen.



P

laufarbung des Bio-O8<Granulats (BO) mit Resorptionslakune und

Abbildung 15: Toluidinb

Osteoklast (Pfeil), Versuchsseite.
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Abbildung 17: Toluidinblaufarbung eines Fremdkorpergranuloms\aeigernigen Zellen
und Schichten von Fasergewebe mit Lymphozyteniafitin.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Studie wurden bei sechs Gdatiridinischweinen in vitro gezichtete,
dreidimensionale  autologe  Osteoblastenkulturen  dazgenutzt, vaskularisierte
Knochentransplantate an einem ektopen Ort, dem Wdussc latissimus dorsi, zu
prafabrizieren. Im Vergleich wurde den Tieren airfee Seite Bio-Os$ Graulat (Geistlich
Pharma AG, Wollhusen, Schweiz) mit Osteoblasten aufider anderen Seite Bio-Gss
Granulat ohne Zellen eingepflanzt. Mit Osteoblastesiedeltes Bio-O8sGranulat zeigte
keine Vorteile zu zellfreiem Bio-O8sbei der Knochenformation innerhalb von sechs

Wochen.

4.1 Beurteilung des Tiermodells

Es wurde berichtet, dass autogene osteogene Zelidsam die Knochenformation in
Kleintier-Modellen verstarken. So beschreib®hya et al.,dass autogene mesenchymale
Stammzellen/Trombozytenreiches Plasma (PRP) beiinkhen die Knochenapposition
ahnlich verbessern wie autogene Spongiosa-StiuckchR&#, was als eine vielversprechende
Methode betrachtet wird (Ohya et al. 2005). Studidver die Prafabrikation eines
Knochentransplantates in einem ektopen Lager &meBtiers oder sogar am Menschens sind
nach dieser Recherche nur aus der Kieler Arbeipggribekannt (Terheyden et al. 2001a,
Terheyden et al. 2001b, Terheyden et al. 2004, W¢aen al. 2004). Insofern ist der Versuch
der Prafabrikation von Knochentransplantaten an3@Geomodellen zukunftsweisend, wenn
auch im Erfolg des jeweiligen Ansatzes noch schalschatzbar. Erfolgreiche Ergebnisse
beim Minischwein wéaren bedeutsamer fir den potéetieklinischen Einsatz als in
Kleintiermodellen, da das Minischwein dem Mensché&nnlicher ist. Das Gottinger
Minischwein ahnelt in seiner Physiologie und Anai@iiem Menschen und macht daher eine
Ubertragbarkeit der Ergebnisse mdoglich (Honig 199B)er Mensch besitzt eine
Knochenapposition von 0,9 um, die mit & beim Schwein vergleichbar ist (Honig 1993).
Auch bei der hohen Gewebsdurchblutung &hneln siehdeh und Schwein (Honig 1993).
Obgleich das Minischwein dem Menschen in Physi@agid Anatomie &hnelt, kann man

nicht von einer vollstandigen Ubertragbarkeit ahsge

4.2 Beurteilung des Transplantatlagers
Das Transplantatlager ist ein bestimmender Fakter,das Verhalten der transplantierten

Zellen erheblich beeinflusst. In Tiermodellen, denen segmentale Knochendefekte (Petite
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et al. 2000, Schliephake et al. 2001, Fialkov et 2003, Abukawa et al. 2004),
Alveolarknochendefekte (Weng et al. 2006) und latenDefekte (van den Dolder et al. 2003)
mit einer an osteoinduktiven Faktoren, Nahrstoffend sauerstoffreichen Umgebung
untersucht wurden, konnte eine Beschleunigung uexb&sserung der Knochenbildung der
osteogenen Zellen beschrieben werden. Uber den wWussclatissimus dorsi zur
Prafabrikation von Knochen liegen bisher nur werkiggebnisse und diese ausschlief3lich aus
den Kieler Arbeitsgruppen der Mund-, Kiefer- undsfgatschirurgie vor (Terheyden et al.
2001a, Terheyden et al. 2001b, Warnke et al. 2004).

Im vorliegenden Modell fand in der anfanglichen &hanach der Transplantation die
Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen durchfudibon aus dem umgebenden Gewebe
statt. Da eine solche Diffusionsversorgung jedogh innerhalb eines Radius von 200 pum
maoglich ist (Folkman & Hochberg 1973, Goldstein at 2001), stellte der absolute
Durchmesser des Transplantates von circa 2 cmesediStudie eine grof3e Herausforderung
fur die Zellen dar. Zusatzlich ist von einer seimmgsamen Einsprossung neuer Gefalde aus der
Umgebung in das Transplantat auszugehen, woraef\éskularisierungsrate von 0,09-0,25
mm/Tag in einem Kaninchenmodell hindeutet (Zawetkal. 1981).

Daher ist es maoglich, dass die vorgeziichteten Zelefgrund von Sauerstoff- und
Nahrstoffmangel nach der Transplantation abgestosi®l. Ein betrachtlicher Verlust am
vivo transplantierten Osteoblasten innerhalb der ergfeche wurde ursachlich durch die
Sauerstoff- und Nahrstoffknappheit beschrieben fiéneet al. 2006). So kdnnten viele der
gezichteten Zellen eine Phase der akuten SauemMaitoffknappheit erfahren haben und
abgestorben sein, noch bevor sie durch GefaResmpng erndhrt werden konnten. Eine
Ausnahme hatten dabei die in direkter Nachbarsaduait Transplantatlager stehenden Zellen
bilden konnen. Das Uberleben der OsteoblastendsisssWochen nach Implantation konnte
jedoch auch durch die Vitalfarbung mit PKH26 (SigAidrich, Deisenhofen, Deutschland)

nicht nachgewiesen werden.

4.3 Beurteilung der dreidimensionalen autologen Osbblastenkultur

Die bisherigen Untersuchungen zur Prafabrikation Kaochen am Grof3tier nutzten BMP 7
beziehungsweise BMP 7 und Knochenmark als Zusam Bio-Os§ (Terheyden et al.
2001a, Terheyden et al. 2001b, Terheyden et akh,28@rnke et al. 2004). Es konnte daher
nicht gezeigt werden, ob osteogene Zellen beziedweige ihre Vorlaufer oder BMPs
ursachlich an den erfolgversprechenden Ergebnibségiligt waren (Warnke et al. 2004).

Obwohl bisher noch nicht bekannt ist, welche osteeg Zellen sich am Besten zur



34

Generierung von Knochengeweben eignen, sind segraler Bestandteil der Konzepte fur
bioartifiziellen Knochen (Kneser et al. 2006). Diedieser Studie verwendeten autologen
Osteoblasten konnten keinen neuen Knochen bildenM2angel an osteogenen Faktoren im
Transplantatlager konnte zu dem Verlust der Ostaagét der Osteoblasten beitragen.
Knochenwachstum ist das Ergebnis eines konstantarsar@dmenspiels zwischen
Wachstumsfaktoren, Cytokinen und osteogenen ZdRwbey et al. 1993, Reddi 1998a,
Lieberman et al. 2002). Osteoinduktive Faktoren \BEIPs haben die Fahigkeit, die
Proliferation und Differenzierung von transplanier osteogenen Zellen zu modulieren
(Kneser et al. 2006Peshalb hangt vermutlich die osteogene FunktionQiteoblasten von
der kontinuierlichen Stimulation durch BMPs ab (Eual. 2005). Da Wachstumsfaktoren
vom gewdulnschten Wirkungsort schnell weg diffundiergind intelligente Transportsysteme
von entscheidender Bedeutung (Hollinger et al. 1998 der vorliegenden Studie wurden
keine osteoinduktiven Faktoren in vivo verwendei Bio-Os§ Granulat (Geistlich Pharma
AG, Wollhusen, Schweiz) selbst fehlt die Osteoirtdutét, daher waren die gezichteten
Osteoblasten eventuell nicht in der Lage, die @gren Funktionen aufrecht zu erhalt®re
Verwendung von BMPs ist jedoch insgesamt kritisahbewerten, da neuere Studien auch
kanzerogene Eigenschaften aufgezeigt haben (Dali @008, Gordon et al. 2008, Liu et al.
2008).

Die zu beobachtende Fremdkdrperreaktion in dendPagn mit Bildung von Granulomen
um die Reste des Bio-Js&ranulat (Abbildungen 16 und 17) ist bemerkenswdates sich
um ein gut dokumentiertes und weit verbreitetes dbemersatzmaterial handelt. Durch seine
Vorbehandlung ist es antigenfrei und es sind bigleare derartigen Fremdkdrperreaktionen
bekannt (Wetzel et al. 1995, Berglundh & Lindhe 1,.9Berheyden et al. 1999, Wiltfang et al.
2004). Um das Risiko einer Antigenreaktion mit deetibesiedelten Bio-O8sGranulat zu
vermeiden, wurde bei der Kultivierung statt desiditen fetalen Kalberserums autologes
Serum verwendet. Die Quelle dieser Reaktion istlarnkvirft aber die Frage auf, ob der
Zellkultivierungsprozess dafur verantwortlich skann.

Die Arbeiten diverser Autoren haben gezeigt, dass Hinsatz des in dieser Studie
verwendeten Knochenersatzmaterials (BioOs&Geistlich Pharma AG, Wollhusen,
Schweiz)) in verschiedenen Klinischen Situationas #Vachstum von neuem Knochen in
ossaren Defekten erleichtern kann (Wetzel et &518erglundh & Lindhe 1997, Terheyden
et al. 1999, Wiltfang et al. 2004). Es weist gut#eokonduktive Eigenschaften auf (Rey
1990, Begley et al. 1993, Valdre et al. 1995, Atilal. 2000, Artzi et al. 2002, Haas et al.

2002) Dies ist von Bedeutung, da bei der Gewinnung agtldransplantate ein neuer, zum
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Teil betrachtlicher Knochendefekt geschaffen widteser kann weitere Morbiditat nach sich
ziehen und begrenzt so die zu entnehmende Mengizdem sind Knochenersatzmaterialien
nicht unumstritten, beim Einsatz von allogenem Malien sowohl aufgrund ethischer und
psychologischer Grinde als auch dem Restrisiko @eentuellen Infektionen mit dem
humanen Immundefizienz-VirugHIV) (Cook et al. 1995) und Hepatitis. Xenogene
Materialien sind zum Beispiel durch die bovine ggitorme Enzephalopathie (BSE) in die
Diskussion geraten. Allogene und xenogene Matenahaben zwar keine Osteogenizitéat
(Cooper et al. 2001), aber eine dem autologen Kerchergleichbare Elastizitat und
biomechanische Stabilitat.

Eine weitere mdgliche Ursache flr das unterbliedémachenwachstum in dieser Studie kann
der Verlust der Osteogenizitat der Osteoblasteritsenach der Transplantation sein. Es ist
maoglich, dass osteogene Zellen nach wiederholtessd@geren ihr osteogenes Potential
verlieren (Muraglia et al. 2000). Es ist aber unkgaheinlich, dass dies bei den Osteoblasten
der vorliegenden Studie vor der Transplantationvivo passierte, seit dem sie von der
zweiten Passage geerntet wurden. Die positive ©ali@afarbung und der Nachweis von
Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolinl{(P) bei den parallel kultivierten Zellen
scheinen dies zu beweisen. Dennoch kann nicht acisigssen werden, dass unter der Sauer-
und Nahrstoffknappheit nach der Transplantation rdesten Osteoblasten ihr osteogenes
Potential moéglicher Weise verloren haben, selbshrwsie die mangelhafte Versorgung
Uberlebt haben.

Das Ergebnis konnte auch zeigen, dass die GroReraesplantierten Volumens durch
mangelhafte Versorgung mit Sauerstoff und Nahmstofritisch fir das Uberleben und die
osteogenen Funktionen der transplantierten dreitsimealen autologen Osteoblastenkultur
war (Folkman & Hochberg 1973, Zawicki et al. 19&h|dstein et al. 2001).

Zumindest waren die urspringlich transplantierterd umit dem Vitalfarbstoff PKH26
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) markiei@steoblasten nach der sechswdchigen
Einheilungsphase nicht mehr nachzuweisen.

Ein weiterer kritischer Faktor ist die Zahl und Bie der Zellen auf dem Bio-JS&ranulat.
Die Anzahl und Konzentration der osteogenen Zellareinem Gerist ist ausschlaggebend
fur die erfolgreiche Knochenbildung vivo (Hernigou et al. 2005a, Hernigou et al. 2005b).
Es wurde gezeigt, dass es den Zellen méglich wiah auf Bio-Os$-Oberfachen zu
vereinigen, nachdem sie sechs Wochen wie in detudgdingungen dieser Studie gezichtet
wurden (Acil et al. 2000). Allerdings wurden diell2a in dieser Studie nur eine Woche auf
Bio-Os$® Granulat kultiviert. Daher ist es denkbar, dass félldichte auf dem Bio-OSs
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Granulat nicht hoch genug war, um die Knochenndubij signifikant zu verbessern.
Die vorliegende Studie am Minischwein zeigt, dasge ddreidimensionalen
Osteoblastenkulturen keine Knochenapposition higdbein konnten.

4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend ist festzustellen, dass im vorokye Modell dreidimensionale autologe
Osteoblastenkulturen keinen Knochen bilden konnt&wsatzliche Mal3inahmen wie der

Zusatz von angiogenen Faktoren, die die Angiogeimaséransplantatgebiet beschleunigen
oder der Zusatz von osteoinduktiven Faktoren wie PBMunter Bericksichtigung der

unkontrollierten Proliferation, kdnnten helfen, sale Osteoblasten die Knochenneubildung

verstarken.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Versorgung angeborener oder erworbener Knodfekte und die damit verbundene
Wieder- Herstellung von Funktion, Belastbarkeit uksthetik spielt fir die Lebensqualitat
von Patienten eine groRe Rolle. Gleichzeitig stdilts flr die Chirurgie jedoch eine
bedeutende Herausforderung dar.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die Knobiidung nach Transplantation von in
vitro prafabrizierten, dreidimensionalen autologénochenzellkulturen in einem ektopen
Lager zu untersuchen.

Systematische Versuche am Groldtier sind notwendig @&as Verstandnis der
Knochenregeneration im Tissue engineering, um isiskhe Alternativen zu konventionellen
autologen Knochentransplantaten zu finden.

Verschiedene Studien haben die Mdoglichkeiten deifaBrikation von Ersatzgeweben
aufgezeigt (Cao et al. 1997, Campbell et al. 18@@nil et al. 2004, Warnke et al. 2004).

Es stellte sich die Frage, ob in vitro gezichtetdeidimensionale autologe
Osteoblastenkulturen  zur  extraskellettalen  Pr&tabon eines  gefal3gestielten
osteomuskularen Transplantats geeignet sind. DerteNVobeziglich der Knochen-
wachstumsqualitdt und -quantitat wurde gegenuba&enei Kontrollimplantat, welches
ausschlieRlich aus Bio-J%¢Geistlich Pharma AG, Wollhusen, Schweiz) bestamdersucht.
Bei sechs ausgewachsenen Minischweinen wurde iner eiersten Operation
Knochenspongiosa entnommen. Die daraus gewonnegiksm Zvurden mit einem osteogenen
Nahrmedium, das durch autologes Serum erganzt wsodeultiviert, dass die Anzucht reiner
Osteoblastenkulturen geférdert wurde (Acil et &I0@). Die Osteoblasten wurden auf Bio-
0s¢€ Granulat (Geistlich Pharma AG, Wollhusen, Schwéirz)eine Woche geziichtet und die
osteogenen Marker Hydroxylysylpyridinolin (HP) Lysyridinolin (LP) und Osteocalcin
bestimmt. Diese dreidimensionale autologe Ostetdni&sltur wurde nach sechs Wochen in
einer zweiten Operation in eine Muskeltasche desddlus latissimus dorsi der Schweine
transplantiert. Nach einer Einheilungszeit von ereh sechs Wochen wurden die Tiere
geopfert. Die Praparate wurden gewonnen und mitfeHWon Mikroradiographien,
Fluoreszensmikroskopie und Toluidinblau-Histologiesgewertet.

Die autologen dreidimensionalen Osteoblastenkuitureigten keinen Unterschied zu den
Kontrollimplantaten. Es konnte kein Knochenwachstbeobachtet werden. Mit einem
Vitalfarbstoff markierte Osteoblasten waren naamhEilung nicht mehr nachweisbar.

Die vorliegende Studie am Minischwein zeigt, dase dreidimensionalen autologen

Osteoblastenkulturen die Knochenappositon nichiifsignt verbessern konnten.
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Herr Buttchereit

Genehmigung zur Durchfiihrung von Versuchen an Wirbe Itieren

Sehr geehrter Herr Dr. Terheyden,
gemal 8§ 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom

25. Mai 1998 (BGBI. | S. 1105) erteile ich Ihnen die Genehmigung, im Rahmen des
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Zellziichtung zur Sinusbodenaugmentation am Minischwein

zu Versuchszwecken Eingriffe und Behandlungen an Tieren vorzunehmen.

Die Genehmigung ist mit folgenden Nebenbestimmungen verbunden:

1. Es durfen bis zu 12 Schweine verwendet werden.

2. Die Genehmigung ist bis zum 31. Marz 2005 befristet.
Sie kann auf formlosen, hinreichend begrindeten Antrag um ein Jahr verlangert
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3. Leiter des Versuchsvorhabens:
Herr PD Dr. Dr. H. Terheyden

4. Sein Stellvertreter:
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Rechtsbehelfsbelehrung
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