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1 Einleitung

Knochendefekte, die mit ausgedehnten Gewebeverlusten einhergehen und mittels
alleiniger Stabilisierung nicht therapierbar sind, stellen ein ernstzunehmendes Problem im
klinischen Alltag dar. Umfangreiche Knochendefekte konnen durch Frakturen oder nach
radikaler chirurgischer Exzision von Knochentumoren entstehen. Hiaufig kommt es durch
Bestrahlung, Traumata oder Infektionen zu begleitender Schidigung des umliegenden
Gewebes und nachfolgender erheblicher Beeintrichtigung der lokalen korpereigenen
Heilungsbedingungen. Fiir den Patienten sind derartige Situationen mit einem groflen
Leidensdruck verbunden, es miissen Schmerzen, Funktionsverluste, Einschrankungen im
Alltag und nétige langwierige Behandlungen in Kauf genommen werden. Derzeitige
Therapieoptionen stiitzen sich oft auf Methoden, die zu einer nicht optimalen Versorgung
fiihren oder mit betridchtlichen Nachteilen und Leiden fiir die Patienten verbunden sind.
Der Transfer von autologen nicht-vaskularisierten oder vaskularisierten Transplantaten gilt
gegenwirtig als Goldstandard, fiihrt jedoch an der Spenderstelle gewohnlich zu

signifikanten Hebemorbidititen wie Schmerzen oder Narbenbildung.

Zur Etablierung einer optimalen Behandlungsstrategie fiir umfangreiche Knochendefekte
wurde in den letzten Jahrzehnten eine Vielzahl von Ansdtzen verfolgt, u.a. im
Forschungszweig des Knochen Tissue Engineerings, der sich mit der Ziichtung von
Knochenersatzgewebe beschiftigt. Die Defektiiberbriickung mittels eines aus einem
Knochenersatzstoff, osteogenen Zellen sowie wachstumsfordernden Substanzen
geziichteten Konstruktes scheiterte bislang jedoch vor allem an einer mangelhaften
initialen Vaskularisierung gro3volumiger Konstrukte. Die Generierung von axial
vaskularisiertem, d. h. {iber eine einzige GefdBachse versorgtem Knochenersatz, stellt eine
Moglichkeit zur Uberwindung des Problems dar. Mittels einer im Korper an unversehrter
Stelle angelegten arteriovendsen GefiBschleife (AV-loop) kann ein Knochenersatzstoff
tiber mehrere Wochen vaskularisiert werden und nachfolgend an der GefidBBachse in den
Defekt transferiert und an das lokale Gefdllnetzwerk angeschlossen werden, so dass eine
umgehende Versorgung des Konstruktes mit Sauerstoff und Nahrstoffen gewihrleistet ist.
Dadurch werden bestmogliche Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Einheilung des
Knochenersatzes sowie eine rasche Defektheilung geschaffen, ohne dass relevante
Hebemorbidititen fiir den Patienten entstehen.

Die Etablierung dieses Modells erfolgte in den letzten Jahren in der Ratte und wurde
nachfolgend aufgrund des zentralen Therapieziels der Generierung von Knochenersatz in
ausgedehnten Dimensionen auf das Groftier Schaf iibertragen. Bislang konnte jedoch
infolge unzureichender Knochenneubildung und fehlender Primirstabilitit kein fiir eine
Transplantation optimaler Knochenersatz geziichtet werden. Ein weiteres Problem des

Versuchsmodells besteht in einer oft hohen Ausfallrate der Tiere bedingt durch
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thromboembolische Verschliisse in der mikrochirurgisch angelegten Gefdl3schleife. Eine
Optimierung der Durchgingigkeitsrate bedarf einer effizienten und verldsslichen

Gerinnungshemmung, fiir die es im Schaf bislang kein etabliertes Protokoll gibt.

Im Rahmen des ersten Studienabschnittes soll ein fiir das Schaf geeignetes
Behandlungsschema fiir eine effektive Gerinnungshemmung etabliert werden. Damit wird
die Grundlage fiir optimale Bedingungen fiir den zweiten Abschnitt, der u.a. die
Untersuchungen im AV-loop Modell des Schafes impliziert, geschaffen. Weiterhin konnen
die Informationen einen Beitrag zur Minimierung des Risikos von thromboembolischen
GefidBBverschliissen in anderen Studien im Schafmodell leisten und damit zukiinftig
unnotige Erhohungen der Tierzahlen vermeiden.

Der Fokus des zweiten Studienabschnittes liegt in der Evaluierung des primér stabilen
nanokristallinen Knochenaufbaumaterials NanoBone® Block beziiglich seiner Eignung fiir
die Therapie von ausgedehnten Knochendefekten. Im subkutanen Modell soll die
Austestung optimaler Zell- sowie Wachstumsfaktorzusitze hinsichtlich Knochenbildung,
Vaskularisierung sowie Um- und Abbau von NanoBone® mittels histologischer und
molekularbiologischer Methoden erfolgen. AnschlieBend wird die Vaskularisierung des
Knochenaufbaumaterials im AV-loop Modell mittels histologischer und bildgebender

Modalitédten untersucht.

Bei erfolgreichem Abschluss konnte dieses Konzept in die klinische Anwendung
tibertragen werden. Die Ziichtung von axial vaskularisiertem, transplantierbarem
Knochenersatz an unverletzter Stelle im Patienten selbst, konnte die mit einer Reihe von
Limitationen verbundenen herkommlichen Methoden ersetzen und zu einer verbesserten

Lebensqualitit beitragen.



2 Literaturibersicht

2.1  Knochengewebe — Funktion, Aufbau, Regeneration

2.1.1 Funktion und Aufbau von Knochengewebe

Funktion von Knochengewebe

Der Knochen ist Teil des Skelettsystems (Knochen, Knorpel, Biander, Gelenke) und damit
dem passiven Bewegungsapparat zugehorig. Demgegeniiber steht das Muskelsystem,
welches den aktiven Bewegungsapparat darstellt (KONIG & LIEBICH, 2001; NICKEL et
al., 2004). Dem Knochengewebe werden drei Hauptaufgaben fiir den Organismus
zugeschrieben. Als grofiter Mineralspeicher (Calcium, Phosphat, Magnesium, Kalium,
Bikarbonat) interagiert der Knochen als Hauptorgan in der Calcium-Homdoostase. Seine
hohe Stabilitédt bietet dem Korper zum einen eine Stiitzfunktion sowie die Grundlage fiir
die Muskelaktivitit und die damit verbundene Lokomotion, zum anderen werden den
Organen Schutzriume geboten (z. B. Schidel, Brust-, Beckenhohle) (RODAN, 1992;
SALOMON, 2008). Im adulten Organismus kommt dem Knochen als zentraler Ort der
Hamatopoese (rotes Knochenmark) die lebensnotwendige Aufgabe der Blutbildung zu
(RODAN, 1992).

Aufbau von Knochengewebe

Strukturell wird der phylogenetisch dltere und sich rasch bildende Faserknochen
(Geflechtknochen), bei dem die Kollagenfasern geflechtartig angeordnet sind (SMITH,
1960), vom sich langsamer bildenden Lamellenknochen mit parallel oder konzentrisch
geschichteten Kollagenfasern unterschieden (KONIG & LIEBICH, 2001; CURREY,
2002). Insbesondere wihrend der Knochenneubildung im Fetus sowie im Neugeborenem
kommt es zur Anlage von Faserknochen, weiterhin wird dieses Knochengewebe vor allem
wihrend der Frakturheilung und bei Knochenerkrankungen beobachtet (SHAPIRO, 2008).
Makroskopisch kann zwischen einem dufleren Knochenmantel (Substantia compacta), der
an den Knochenenden von einer diinnen Knochenrinde (Substantia corticalis) iiberzogen
wird und einem inneren aus Knochenbilkchen bestehenden Schwammwerk (Substantia
spongiosa) unterschieden werden (NICKEL et al., 2004). Die Substantia spongiosa ist in
den Epi- und Metaphysen der Rohrenknochen sowie in kurzen und platten Knochen
lokalisiert. Die Anordnung der Knochenbilkchen erfolgt der mechanischen Belastung
entsprechend (HEES, 2000). Auf histologischer Ebene ist die Substantia compacta in
Havers-Systemen bzw. Osteonen organisiert. Ein Osteon wird durch mehrere 3-7 um
dicke Lamellen gebildet, die konzentrisch um einen Blutgefde und Nerven fiihrenden
Zentralkanal ~ (Havers-Kanal)  angeordnet sind  (PHILLIPS et al., 2007
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CASTROGIOVANNI et al.,, 2011). Eine Verbindung der Havers-Kanile untereinander
sowie mit dem Markraum und Periost erfolgt iiber die quer zur Langsachse des Knochens
verlaufenden Volkmannschen Kanile, durch die kleinste Blutgefifle ziehen (HEES, 2000).
Es kann zwischen einem periostalen und einem mit diesem verbundenen medulldren
BlutgefiB3system unterschieden werden. Ersteres ist fiir die Versorgung der Knochenhaut
sowie des duBleren Drittels der Substantia compacta zustidndig, Letzteres fiir die inneren
zwei Drittel der Substantia compacta und das Knochenmark (RHINELANDER, 1968).
Zwischen den Lamellen liegen die Knochenzellen (Osteozyten) in Lakunen, die mit
angrenzenden Knochenzellen iiber Zellfortsitze in Verbindung stehen und ein
umfangreiches Netzwerk bilden (CASTROGIOVANNI et al., 2011). Die Struktur der
Osteone ist zum einen abhingig von der mechanischen Anforderung, der der Knochen
ausgesetzt ist (PETRTYL et al.,, 1996), zum anderen wurden speziesspezifische
Unterschiede festgestellt. So fithrt im Vergleich zum humanen Knochen die hohe
osteoklastische Aktivitdat im Schafknochen zu einem unregelmifligen Aufbau der Osteone
mit einer hohen Anzahl von sogenannten Schaltlamellen, die Reste abgebauter Osteone
darstellen (CASTROGIOVANNTI et al., 2011).

Knochenmark

In den Maschenrdaumen der Spongiosa sowie in den einheitlichen Markhohlen der langen
Rohrenknochen ist das Knochenmark lokalisiert (SINOWATZ, 2000). Das rote
Knochenmark wird neben seiner Funktion als primires lymphatisches Organ als das
wichtigste blutbildende Organ im Korper beschrieben (TRAVLOS, 2006). Nach Abschluss
des Wachstums wandelt es sich in vorwiegend aus Fettzellen bestehendem Fettmark um,
nach schweren Krankheiten oder im hohen Alter kann es zu Gallertmark transformieren.
Schwere Blutverluste induzieren die Umorganisation von Fettmark in blutbildendes
Knochenmark (SINOWATZ, 2000). Das aktive rote Knochenmark besteht aus
himatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen fiir die Granulo-, Erythro-, Thrombo-, und
z. T. Lymphopoese sowie dem Stroma, welches von einem komplexen sinusoidalen
System durchzogen wird (SINOWATZ, 2000). Das Knochenmarkstroma setzt sich aus
einer Vielzahl von Zellen, wie z. B. Adipozyten, Retikulumzellen, Endothelzellen und
Fibroblasten, zusammen. Diese Zellpopulation ist fiir die Produktion der extrazelluldren
Matrix (z. B. Fibronektin, Kollagen, Laminin, Proteoglykane) zustindig (DORSHKIND,
1990). Die schwammartige Gewebestruktur bietet den hidmatopoetischen Zellen ein
strukturelles Geriist (WEISS, 1976), die in der extrazelluliren Matrix beherbergten
Zytokine und Wachstumsfaktoren tragen zur Errichtung eines optimalen Milieus bei,
welches Einfluss auf z.B. Zellwachstum und -differenzierung nehmen kann
(MARASTONI et al., 2008).
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Zellen des Knochengewebes

Osteoprogenitorzellen stammen von den mesenchymalen Stammzellen (mesenchymal
stem cells, MSC) ab und wandeln sich fortwihrend in Osteoblasten um. Sie zeichnen sich
durch einen spindelférmigen Zellkorper und die Expression osteoblastenspezifischer
Knochenmarker wie runt-related transcription factor 2 (RUNX?2), Osterix (Osx) und distal-
less homeobox 5 (DIx5) aus (DEL FATTORE et al., 2012).

Aufgabe der Osteoblasten ist die Synthese der nicht-mineralisierten Knochenmatrix
(Osteoid), vor allem durch die Produktion von Kollagen TypI sowie von
knochenspezifischen Proteinen, wie z. B. Osteocalcin und Bone Sialoprotein, und die
anschlieBende Mineralisierung durch Einlagerung von Hydroxylapatitkristallen. Thre
Differenzierung wird durch die Transkriptionsfaktoren RUNX2, Osx und ATF-4
(aktivierender Transkriptionsfaktor 4) gefordert (LEFEBVRE & BHATTARAM, 2010).
Mittels des phinotypischen Osteoblastenmarkers Alkalische Phosphatase (AP) konnen die
Osteoblasten im Gewebe immunhistologisch detektiert werden (NODA & RODAN, 1986;
MORRIS et al., 1992). Durch die Produktion von Makrophagen-Kolonie-stimulierendem
Faktor (macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) und RANKL (receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand) fordern die Osteoblasten die Entstehung von
Osteoklastenvorlduferzellen bzw. die Differenzierung der Osteoklasten. Im Gegensatz dazu
inhibiert das von Osteoblasten synthetisierte Osteoprotegerin (OPG) die Osteoklasten
(KORNAK et al., 2003). Nach der Produktion der mineralisierten Knochenmatrix werden
die Osteoblasten entweder als Osteozyten in die Matrix eingebaut, wandeln sich in inaktive
Formen der Osteoblasten zu sogenannten Oberflichenzellen um oder es kommt zur
Einleitung des apoptotischen Zelltodes (ROCHEFORT et al., 2010).

Oberflichenzellen (bone lining cells/Knochenbelegzellen) sind lidngliche, flache
Knochenzellen, die auf der Oberfliche von ruhenden Knochenstrukturen vorkommen
(DUDLEY & SPIRO, 1961; MILLER et al, 1980). Es ist anzunehmen, dass
Oberflachenzellen eine Barriere zwischen Knochen und der Extrazelluldrfliissigkeit
darstellen und damit von grundlegender Relevanz fiir die Regulierung der Mineralisierung
und von Knochenstoffwechselvorgingen sind (LIEBICH, 2010).

Der Osteozyt ist mit einem Anteil von 90-95 % aller Knochenzellen der dominierende
Zelltyp im Knochengewebe (BONEWALD, 2007). Es handelt sich um spindelformige bis
runde Zellen mit dendritischen Zellausldufern, iiber die Verbindungen zu weiteren
Osteozyten bzw. Oberflachenzellen sowie zu Osteoblasten hergestellt werden (DUDLEY
& SPIRO, 1961; PARFITT, 1984; MAROTTI, 2000). Die Osteozyten entstehen durch die
Transformation von Osteoblasten und sind, von der mineralisierten Knochenmatrix
umgeben, in sogenannten Lakunen lokalisiert (NOBLE, 2008). Neben der Funktion als

Mechanosensoren konnten entgegen frilheren Annahmen einer inaktiven Zellgruppe
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weitere Funktionen festgestellt werden (DEL FATTORE et al.,, 2012). So wird
beispielsweise die Moglichkeit einer regulativen Aufgabe in der Knochenmineralisierung
und Mineralhomoostase angefiihrt (BONEWALD, 2006; TETI & ZALLONE, 2009).
Durch die Differenzierung zu Osteozyten wird die Expression spezifischer Knochenmarker
vermindert (AP, Bone Sialoprotein, Osteocalcin, Kollagen Typ I, RUNX2), die einiger
anderer Markern bleibt auf demselben Niveau (Osteopontin, B3 Integrin, E11/gp38
Antigen) oder nimmt zu (CD44, Dentin Matrix Protein, extrazelluldres Matrix-
Phosphoglykoprotein) (Tabelle 1) (FRANZ-ODENDAAL et al., 2006; ROCHEFORT et
al., 2010). RUNX2, auch als core binding factor o 1 (Cbfal) bezeichnet (VAUGHAN et
al., 2002), ist ein Transkriptionsfaktor, dem eine wichtige Rolle in der Regulation der
Differenzierung von multipotenten MSC in die osteoblastische Zelllinie obliegt und der
somit fordernd auf die Knochenbildung einwirkt (OTTO et al., 1997). Die Expression von
RUNX2 in nicht-osteoblastischen Zellen induzierte in vitro ein osteoblastenspezifisches
Genexpressionsmuster (DUCY et al., 1997).

Tabelle 1:  Ubersicht der Expression verschiedener ausgewdihlter Biomarker in Osteoblasten, unreifen
und reifen Osteozyten (modifiziert nach (ROCHEFORT et al., 2010))

Biomarker Osteoblast unreifer Osteozyt reifer Osteozyt
Alkalische Phosphatase ++ - -
Bone Sialoprotein ++ +/- +/-
Osteocalcin ++ +/- +/-
Kollagen Typ I ++ +/- +/-
RUNX?2 ++ - -
Osteopontin ++ ++ ++
Anmerkungen. RUNX2 = runt-related transcription factor 2; ++ =exprimiert, +/-= variabel, -=nicht
exprimiert

Die primir fiir Resorptionsprozesse verantwortlichen vielkernigen bis zu 100 um groB3en
Osteoklasten entstammen den himatopoetischen Vorlduferzellen des
Monozyten-Makrophagen-Systems im Knochenmark (DUDLEY & SPIRO, 1961;
ROODMAN, 1996). Die Differenzierung zu Osteoklasten wird primér durch die Bindung
von RANKL sowie zusitzlich durch M-CSF stimuliert und durch OPG eingeddmmt
(FELIX et al., 1990; KONG et al., 1999; SUDA et al., 1999). Durch die in Falten gelegte
Zytoplasmamembran (ruffled border/Faltensaum) an der dem Knochen zugewandten Seite
kommt es zu einer VergroBerung der Resorptionszone (RODAN, 1992). Die von
Osteoklasten synthetisierten Protonen induzieren ein saures Milieu, welches zur
Demineralisierung der Knochenmatrix beitrdgt, wéihrend durch Proteinasen die
organischen Knochengewebekomponenten degradiert werden. Dieser zwischen Osteoklast
und Knochen liegende Raum ist nach auBlen hin abgedichtet und trdgt zur
Aufrechterhaltung des sauren Mikromilieus bei, in dem die Resorption optimal ablaufen
kann (SCHINDELER et al.,, 2008). Der enzymatische Abbau ist histologisch an
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Vertiefungen im Knochengewebe, den sogenannten Howship- oder Resorptionslakunen zu
erkennen (SUDA et al., 1992). Aufgrund ihrer Mobilitit konnen die Osteoklasten
spezifische Bewegungen koordinieren und von einer zur niachsten Knochenflache wandern
(BUCKWALTER et al., 1996). Die Tartrat-resistente saure Phosphatase (tartrat-resistant
acidic phosphatase, TRAP) wird, im Gegensatz zur Tartrat-sensitiven sauren Phosphatase,
die zusitzlich auch in Osteoblasten und Osteozyten produziert wird, nur von Osteoklasten
synthetisiert und dient ihrer immunhistochemischen Detektion (COLE & WALTERS,
1987).

Der Knochenumbauprozess unterliegt der Steuerung einer Vielzahl von Signalmolekiilen.
Unter anderem zihlt dazu der Einfluss verschiedener Hormone (ALLORI et al., 2008b).
Zusammengefasst ldsst sich die Wirkung von Kalzitonin als eine direkt hemmende, die von
Parathormon sowie Thyroxin iiber Osteoblasten als eine indirekt fordernde Wirkung auf
die Osteoklastenaktivitit beschreiben. Ostrogen kann als Gegenspieler von Parathormon
betrachtet werden und induziert ebenfalls indirekt iiber die Osteoblasten die Hemmung der
Osteoklastenaktivitdt. Somatotropin hingegen fiithrt zu einer Proliferations- und
Differenzierungsforderung von Osteoblasten (ALLORI et al., 2008b).

Zusammensetzung des Knochengewebes

Das Knochengewebe besteht in der Trockenmasse zu etwa einem Drittel aus organischer
und zu etwa zwei Dritteln aus anorganischer Substanz. Der organische Anteil besteht zu
ca. 90 % aus Kollagen Typ I, die iibrigen Komponenten umfassen Glykosaminoglykane
und Proteoglykane sowie Chondroitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat und Keratansulfat
(KONIG & LIEBICH, 2001). Als Reservoir fiir 16sliche induktive Faktoren enthilt die
Knochenmatrix Wachstumsfaktoren wie z. B. knochenmorphogenetische Proteine (bone
morphogenetic protein, BMP) (SHEKARAN & GARCIA, 2011).

Das zu den nicht-kollagenen Proteinen zdhlende Glykoprotein Osteonectin wird in der
Extrazellularmatrix einer Vielzahl von Geweben exprimiert, ist im Knochen jedoch in viel
hoheren Konzentrationen anzutreffen (MALAVAL et al., 1987). Erst nach Ausreifung von
Geflecht- in Lamellenknochen wird vermehrt Osteonectin exprimiert (CONN &
TERMINE, 1985), wodurch es als Forderer und Marker fiir die spite Knochenbildung
sowie -ausreifung klassifiziert wurde (ALLORI et al., 2008a). Es bindet Kollagen Typ I
wie auch Hydroxylapatitkristalle und scheint eine Schliisselrolle in der anfinglichen
Mineralisierung sowie in der Verbindung von Knochenmineral und organischer Matrix zu
spielen (TERMINE et al., 1981). Nach Osteonectin ist Osteocalcin das zweithdufigste
nicht-