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Abb. 1: Mikroskopischer Ausschnitt ei-
ner Defektregion. Die Schnittdicke dieses
unentkalkten Prdparates betrdgt ledig-
lich 1 pm und wurde mit dem 40er Ob-
jektiv aufgenommen. Der Knochen ist
durch den Farbstoff Safranin rot gefdrbt.
Seine Oberfldchen sind von knochenbil-
denden Zellen, den Osteoblasten, be-
setzt. Diese sind — wie auch die iibrigen
Zellen im Bildausschnitt - durch den
Farbstoff Toluidinblau in unterschiedli-
chen Blauténen hervorgehoben. Die op-
tisch leeren Rdume reprdsentieren die
Lumina von neugebildeten Blutgefdfen.
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Von Sabine Wenisch, Katja Trinkaus, Ursula Sommer,
Anne Hild und Reinhard Schnettler

Operative MaBnahmen zur Behandlung von kndchernen Defekten mussen bei der Versorgung
von Unfallverletzten, aber auch nach der Entfernung von Knochentumoren und -zysten tagtag-
lich in der Unfallchirurgie durchgefiihrt werden. Uberschreitet das AusmaB der Defekte eine kri-
tische GréBe, kann der Kérper diesen Substanzverlust nicht mehr aus eigener Kraft regenerie-
ren, was die statischen und dynamischen Skelettfunktionen betrachtlich einschrankt. Dies ist fiir
die betroffenen Patienten mit weitreichenden EinbuBen an Lebensqualitat verknipft. Daher ist
es klinisch notwendig, knécherne Substanzverluste ab einer bestimmten GréBe mit einem Ma-
terial zu ersetzen, das die korpereigenen Regenerationsmechanismen unterstitzt, damit letzt-
endlich die urspriingliche Skelettarchitektur wiederhergestellt wird. Die Uberpriifung der Gewe-
bevertraglichkeit von neu entwickelten Knochenersatzmaterialien und die Charakterisierung der
Mechanismen, die fur ihren Abbau im Kérper verantwortlich sind, bilden einen Forschungs-

schwerpunkt in der Experimentellen Unfallchirurgie der Universitat GieBen.
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orpereigener Knochen gilt
Kbis heute als der 'Goldene

Standard’ zur Auffiillung
knocherner Defekte, da er keine
immunologischen Reaktionen her-
vorruft und infolge der raschen
Versorgung mit Blutgefdfien zur
schnellen knochernen Regeneration
der Defekte fiihrt. In der Regel wird
er aus dem Beckenkamm entnom-
men. Die Entnahme erfordert je-
doch einen operativen Eingriff, der
immer auch ein Risiko fiir den Pati-
enten darstellt. Dariiber hinaus
konnen Schmerzen, Blutergiisse
und Infektionen im Bereich der
Entnahmestelle entstehen. Deswei-
teren steht zur Entnahme nur eine
begrenzte Menge korpereigenen
Knochens zur Verfiigung. All diese
Nachteile limitieren die Moglich-
keit, Knochendefekte mit kdrperei-
genem Material komplikationslos
zu behandeln.

Alternativ kommen korperfrem-

de, aber von derselben Spezies
stammende, so genannte allogene

Knochentransplantate in Frage.
Diese bergen jedoch das grofie Risi-
ko, immunologische Reaktionen im
Empfanger auszulosen. Auch kann
die Ubertragung von infektidsem
Material, wie Hepatitisviren oder
HIV, niemals sicher ausgeschlossen
werden. Nicht zuletzt setzt die Be-
schaffung, Sterilisation und Lage-
rung von allogenem Knochen eine
dufierst kostenintensive Infrastruk-
tur voraus.

Neue Wege werden beschritten

Die Nachteile der Knochentrans-
plantation unter Verwendung von
autogenen und allogenen Knochen-
transplantaten begrenzen zweifels-
ohne die Mdglichkeiten ihrer klini-
schen Anwendung und verdeutli-
chen den Bedarf an Knochenersatz-
materialien, die in unbegrenzten
Mengen zur Verfiigung stehen, de-
ren Gewinnung keinen operativen
Zweiteingriff erfordert und die im

Hinblick auf die Infektionsiibertra-
gung keine Risiken in sich bergen.
Prinzipiell erfiillen synthetisch her-
gestellte, kommerziell erhaltliche
Ersatzstoffe zwar diese Anforde-
rungskriterien, dennoch existiert
bis heute noch kein Material, das
dariiber hinaus die regenerations-
fordernde Potenz des korpereige-
nen Knochens aufweist. Daher
lauft die Forschung auf der Suche
nach dem optimalen Material auf
Hochtouren.

Calcium-Phosphat-basierte
Knochenersatzmaterialien

In der Experimentellen Unfallchi-
rurgie der Universitdt Giefien kon-
zentrieren sich die Forschungsar-
beiten auf die Evaluation von Calci-
um-Phosphat-basierten Knochener-
satzmaterialien, die sich in die bei-
den Gruppen der nicht abbaubaren
und der abbaubaren Werkstoffe
einteilen lassen. Haufig werden

Abb. 2: Nachweis der Alkalischen Phosphatase im Randgebiet
eines kndchernen Defektes, der zehn Tage zuvor mit einem

Knochenersatzmaterial gefiillt wurde. Die Alkalische Phospha-
tase ist ein Enzym, das besonders von den knochenbildenden
Zellen, den Osteoblasten, in hohem Mafie gebildet wird. [hr

Nachweis spiegelt daher die Aktivitdt dieser Zellpopulation wi-

der, ldsst aber auch — wie in diesem Ausschnitt zu erkennen —
sehr schon die Lamellenstruktur des Knochen in Erscheinung

treten. Dieser mikroskopische Ausschnitt wurde mit dem 10er

Objektiv fotografiert.
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Abb. 3: Resorbierbare Knochenersatzstoffe werden von korper-
eigenen Zellen abgebaut. Diese sind in diesem mikroskopi-
schen Ausschnitt einer Defektregion orange-braun dargestellt.
Bei den hellen, rundlich bis oval geformten Partikeln handelt
es sich um den Knochenersatzstoff, der 20 Tage zuvor in den
Defekt implantiert wurde. Die fdrberische Darstellung der Zel-
len beruht auf dem spezifischen Nachweis eines Proteins, das
im Zytoplasma der implantatabbauenden Zellen lokalisiert ist.
Die Abbildung wurde mit dem 20er Objektiv angefertigt.
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Abb. 4: Diese mikroskopische Darstellung zeigt einen kndcher-
nen Defekt 20 Tage nach der Implantation eines Knochener-
satzstoffes. Die Herstellung des Prdparates beruht auf einer Sd-
getechnik, die speziell dazu entwickelt wurde, sehr hartes Ge-
webe — wie unentkalkten Knochen - fiir die Diagnostik zu be-

Abb. 5: Diese mikroskopische Aufnahme (mit dem 2,5er Ob-
jektiv) zeigt den Ausschnitt aus einer Defektregion, die zehn
Tage zuvor mit einem Knochenersatzmaterial gefiillt wurde.
Der Defekt wird von intakten Knochenbdlkchen umgeben, die
sich nach entsprechender Anfdrbung intensiv rot hervorheben.

arbeiten. Wdhrend das Knochenersatzmaterial als braune
Struktur zu erkennen ist, stellt sich der Knochen blau dar. Auf-
nahme mit dem 2,5er Objektiv.

werk dem neu gebildeten Knochen
als rdumliche Leitstruktur dient.
Wie die eigenen Untersuchungen
immer wieder zeigen, ist der innige
Kontakt zwischen dem Wirtskno-
chen und dem implantierten Werk-
stoff sowie dessen feste Veranke-
rung im Implantationsbett fiir den
erfolgreichen Ein- und Durchbau
von Knochenersatzstoffen von gro-

diese Ersatzstoffe auch als ,Bioma-
terialien” bezeichnet - ein Begriff,
der auf ihre chemischen und physi-
kalen Eigenschaften verweist, die
der anorganischen Phase des natiir-
lichen Knochens sehr stark dhneln.
Biomaterialien sind somit als eine
’Mimikry’ des Knochens zu be-
trachten. Sie werden nach Implan-
tation in knocherne Defekte vom

Empfanger nicht nur immunolo-
gisch toleriert, sondern weisen
auch eine dauerhafte Gewebever-
traglichkeit auf.

Nicht-abbaubare Materialien
werden in der Regel als pordse
Festkorper in die Defekte implan-
tiert. Vom dreidimensionalen Auf-
bau her gleichen sie einem
Schwamm, wobei das Porennetz-

Das Labor fiir Experimentelle Unfallchirurgie in GieBen

Das Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, das von Professor Schnettler im Jahre 1995 gegriindet wurde, befindet
sich im so genannten Europaviertel in Gieen, nur wenige Autominuten vom Universitatsklinikum entfernt. Die Ge-
samtflache der deutschlandweit einzigartigen unfallchirurgischen Forschungseinrichtung dieser Art umfasst 300 gm.
Mehrere Laborrdume bieten zehn wissenschaftlichen und technischen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Labors,
zahlreichen Doktoranden sowie Habilitanden die Mdglichkeit, wissenschaftlich zu arbeiten. Finanzielle Basis fur die
umfangreiche apparative und personelle Ausstattung bilden Drittmittel-geforderte Forschungsprojekte, die auch
kunftig die Anpassung an den internationalen Forschungsstandard ermdglichen sollen.

Die Forschungsschwerpunkte des Labors konzentrieren sich auf das Skelettsystem und damit auf ein Gewebe, das
sich aufgrund seiner Harte nur sehr schwer bearbeiten lasst. Daher war es erforderlich, eine auf Hartgewebe spezia-
lisierte apparative Ausrtstung anzuschaffen, die es ermdglicht, mikroskopische Praparate bis zu einer Dicke von

1 pm aus unentkalktem Knochen einschlieBlich der darin verankerten Implantate anzufertigen.

Neben dem Labor fur Hartgewebehistologie stehen mehrere Arbeitsflaichen und Rdume fur die enzym-, immunoche-
mische (Western Blot, Immunhistochemie), molekularbiologische und elektronenmikroskopische Probenaufbereitung
zur Verfligung. Da zahlreiche Forschungsarbeiten auch auf in vitro-Experimenten basieren, verfugt die Einrichtung

auBerdem Uber ein Zellkulturlabor.
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Abb. 6: Im mikroskopischen Bild unter dem 10er Objektiv ver-
zweigen sich die Knochenbdlkchen unregelmdfsig und gehen in
die Defektregion iiber, die 20 Tage zuvor mit einem nanoparti-
kuldren Knochenersatzmaterial gefiillt wurde. Dieses ist in Ge-
stalt blau gefdrbter Partikel am unteren Bildrand zu erkennen.
Prinzipiell ist der neugebildete Knochen orange-braun ange-
farbt. Die Zellkerne der gesamten Region sind durch den Ge-

brauch eines Kernfarbstoffes als blaue, meist rundliche Gebilde

hervorgehoben.

ler Bedeutung. Dies setzt eine ide-
ale Passform des Implantates bei
der biologischen Verankerung vor-
aus.

Nachteile der nicht-abbaubaren
Implantate sind biomechanischer
Natur und treten mit zunehmender
knocherner Konsolidierung auf. So
wird der implantierte Formkoérper
zwar von neu gebildetem Knochen-
gewebe vollkommen eingeschlos-
sen, dennoch ist er nicht an den
stetig ablaufenden, natiirlichen
Prozessen des Knochenauf- und
-abbaus beteiligt. Dadurch passt er
sich nicht den statischen und dyna-
mischen Krdften des heilenden
Knochens an.

Biologisch abbaubare
Knochenimplantate

Biologisch abbaubare Implantate
besitzen dagegen einen ganz ent-
scheidenden Vorteil: Im Zuge des
Heilungsverlaufes werden sie von
korpereigenen Zellen abgebaut und
durch neugebildeten Knochen er-
setzt, so dass die urspriingliche
Skelettarchitektur in Anpassung an
die mechanischen Erfordernisse
des Knochens ungehindert wieder-
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hergestellt wird. Dies setzt jedoch
ein zeitlich genau abgestimmtes
Verhéltnis von Implantatabbau und
Knochenneubildung voraus. Idea-
lerweise muss der Abbau mit der
selben Geschwindigkeit erfolgen
wie neuer Knochen aufgebaut
wird. Schlimmstenfalls schreitet
der Implantatabbau der Knochen-
formation so schnell voran, dass
keine knocherne Durchbauung er-
folgen kann.

Unfallchirurgie auf zellularer Ebene

Wie unsere Untersuchungen ge-
zeigt haben, entscheiden die Mate-
rialeigenschaften eines abbaubaren
Implantates ganz wesentlich iiber
das weitere Schicksal eines Kno-
chendefektes. Dabei spielen nicht
nur physikalische und chemische
Parameter eine Rolle, sondern auch
Oberflacheneigenschaften der
Werkstoffe, mit ihrer Kapazitat ver-
schiedene korpereigene Proteine
aufzunehmen. Die grofse Bedeu-
tung der Materialeigenschaften
spiegelt sich vor allem in der Rekru-
tierung von unterschiedlichen Zell-
populationen zur Implantatoberfla-
che wider.

Abb. 7: Eine mesenchymale Stammzelle wurde zundchst aus
dem unfallchirurgischen Abfallprodukt *Bohrmehl’ isoliert und
anschlieflend in einem speziellen Differenzierungsmedium in-
kubiert. Das Ergebnis der Inkubation zeigt eine Zelle mit ner-
venzelldhnlichem Erscheinungsbild. Die dunkle Fiarbung der
’Nervenzelle’ beruht auf dem Nachweis eines spezifischen Pro-
teins. Die Aufnahme erfolgte mit dem 40er Objektiv.

Die genaue Charakterisierung der
Zellen am Implantationsort ist ein
weiterer Forschungsschwerpunkt in
der Experimentellen Unfallchirur-
gie. Allem voran muss sicherge-
stellt werden, dass Entziindungs-
zellen in qualitativer und quantita-
tiver Hinsicht niemals das naturge-
mdfle Ausmaf einer Entziindungs-
reaktion iiberschreiten. Uberschie-
flende Entziindungen koénnen zu
bindegewebiger Einkapselung des
implantierten Materials fithren, was
nicht nur der Stabilitdt der Implan-
tate schadet, sondern auch das
knocherne Einwachsen in den De-
fekt verzogert oder schlimmsten-
falls sogar verhindert. Mafiige Ent-
ziindungsreaktionen sind dagegen
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Abb. 8: Aus dem unfallchirurgischen Abfallprodukt 'Bohrmehl’
isolierte mesenchymale Stammzellen in der Kultur. Die brdun-
liche Fdrbung der Zellen ist durch den Nachweis eines spezifi-
schen Proteins hervorgerufen. Die Aufnahme erfolgte mit dem

100er Objektiv.

eine lokale Schutzmafinahme des
Empfangers und vollziehen sich im
Zuge der phylogenetisch hoch kon-
servierten Schutzmafinahmen der
Wirbeltiere. Sie fordern die Kno-
chenheilung, indem die Entziin-
dungszellen 19sliche Faktoren in
die Umgebung abgeben, welche
wiederum Zellen anlocken und ak-
tivieren, die fiir den Gewebeaufbau
verantwortlich sind. Dazu gehoren
die knochenbildenden Zellen, die
Osteoblasten, aber auch deren Vor-
stufen, die Prdosteoblasten, die
wiederum aus mesenchymalen
Stammzellen hervorgehen, aber
auch Zellen, die sich am Aufbau
neuer Blutgefdfie in der Defekt-
region beteiligen.

Das Lichtmikroskop allein reicht
nicht aus, um die Palette der ge-
nannten Zellen zu identifizieren.
Hierzu bedarf es weiterfiihrender
Methoden der Proteinchemie und
Molekelarbiologie, die haufig durch
ultrastrukturelle Untersuchungen
ergdnzt werden miissen, um die
Befunde zu sichern.

Neue Strategien zur Optimierung der
implantatgestiitzten Knochenheilung

In den letzten Jahren belegten
grundlagenwissenschaftliche Unter-

e R |

suchungen unserer und anderer Ar-
beitsgruppen den heilungsférdern-
den Einfluss bestimmter 19slicher
Faktoren am Implantationsort. Auf-
grund ihrer Wirkung werden diese
Faktoren ganz allgemein als Wachs-
tumsfaktoren bezeichnet. Sie wer-
den im Zuge des natiirlichen Hei-
lungsverlaufes von Zellen gebildet,
die nach der Implantation eines
Werkstoffes in die Defektregion ein-
wandern. Die Basis dieser Erkennt-
nis ermdglicht die Entwicklung
neuer Therapien, die das Ziel ha-
ben, die Knochenneubildung am
Implantationsort selektiv zu stimu-
lieren. So konnten wir im Tierexpe-
riment nachweisen, dass die Ober-
flachenbeschichtung von Implanta-
ten mit einzelnen synthetisch her-
gestellten Wachstumsfaktoren, aber
auch mit Gemischen verschiedener
Wachstumsfaktoren, die aus dem
Eigenblut gewonnen wurden, die
Knochenheilung deutlich beschleu-
nigt.

Neben 16slichen Faktoren sind
aber auch bestimmte Zellen in der
Lage, die Knochenheilung zu for-
cieren. In dieser Hinsicht bergen -
normalerweise im Knochenmark
vorkommende - mesenchymale
Stammzellen ein hohes therapeuti-
sches Potenzial. Diese befinden
sich ndmlich in einem Differenzie-

Abb. 9: Osteoklasten sind mehrkernige, fiir den Abbau des
Knochens verantwortliche Zellen. In dieser mikroskopischen
Darstellung mit Hilfe des 40er Objektivs reihen sie sich neben-
einander, entlang der Oberfldche des Knochens auf. Dieser ist
durch den Farbstoff Safranin rot dargestellt.

rungsstadium, welches den Zellen
gestattet, sich unter entsprechen-
den Umgebungsbedingungen in
knochenbildende Zellen, Fettzellen
oder in Knorpelzellen zu verwan-
deln. Prinzipiell ist also davon aus-
zugehen, dass eine erhohte Zahl
von mesenchymalen Stammzellen
im Bereich eines kngchernen De-
fektes dessen Regenerationskapazi-
tdt deutlich verbessert, da sich die
Zellen vor Ort in knochenbildende
Zellen umwandeln kénnen. Galt
diese Schlussfolgerung lange Zeit
nur als ein vielversprechendes Ge-
dankenmodell, bewahrheiten sorg-
faltige tierexperimentelle Untersu-
chungen in jlingster Zeit die rege-
nerationsfordernde Wirkung von
mesenchymalen Stammzellen, die
operativ in kndcherne Defekte ein-
gebracht wurden.

Mesenchymale Stammzellen wer-
den normalerweise aus dem Kno-
chenmark isoliert. Daher erfordert
ihre Gewinnung - neben dem ei-
gentlichen operativen Eingriff im
Zuge der Defektbehandlung - eine
zweite operative Mafinahme, die
fiir den Patienten wieder mit allen
potenziellen Komplikationen und
Risiken behaftet ist. Um invasive
Verfahren bei der Stammzellgewin-
nung kiinftig vermeiden zu kon-
nen, wird zur Zeit weltweit inten-
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Abb. 10: Osteoklasten sind in dieser mikroskopischen Darstel-
lung mit Hilfe des 100er Objektivs dargestellt.

siv nach alternativen Vorkommen
von mesenchymalen Stammzellen
geforscht.

Vielversprechender Ausblick

Unserer Arbeitsgruppe gelang es
vor kurzem, mesenchymale
Stammzellen aus winzigen Kno-
chensplittern zu isolieren und in
ausreichenden Mengen in der Zell-
kultur zu vermehren. Das Besonde-
re an diesem Vorkommen ist, dass
die Knochensplitter normalerweise
ein ,unfallchirurgisches Abfallpro-
dukt’ darstellen, dem in einer Viel-
zahl wissenschaftlicher Publikatio-
nen jeglicher therapeutischer Nut-
zen abgesprochen wurde. Mittels
sorgfdltiger Zellkulturexperimente
und anschliefender Zellcharakteri-
sierung konnten wir das hohe Um-
wandlungspotenzial der Zellen be-
legen, die sich in der Kultur nicht
nur in fett-, knochen- und knorpel-
bildende Zellen, sondern sogar in
Nervenzellen umwandeln liefien.
Diese neuesten Befunde der unfall-
chirurgischen Forschung bestdrken
die Hoffnung, bislang schlecht hei-
lende Defekte - vor allem bei dlte-
ren und osteoporotischen Patienten
- kiinftig erfolgreich behandeln zu
konnen. e
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Abb. 11: Mesenchymale Stammzellen, die zundchst aus dem
unfallchirurgischen Abfallprodukt *Bohrmehl’ isoliert wurden.
Anschlieflend wurden sie in einem spezifischen Fettzell-Diffe-
renzierungsmedium inkubiert, in dem sie das Erscheinungs-
bild von Fettzellen angenommen haben. Die Fettvakuolen der
Fettzelle in dieser Abbildung sind durch den Farbstoff Sudan
I orange dargestellt und mit dem 40er Objektiv fotografiert.

Abb. 12: Mit Hilfe des Transmissionselektronenmikroskopes angefertigte Darstellung
einer kochenabbauenden Zelle. In dieser Abbildung haftet die mehrkernige Zelle dem
resorbierbaren Implantat an, das sechs Wochen zuvor in den kndchernen Defekt im-
plantiert wurde. Aufgrund seiner hohen Elektronendichte erscheint das Implantat als
schwarze Struktur (Vergrofierung: 5763-fach).
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