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sVerandere die Welt, sie braucht es! Denn wie sie ist, kann sie nicht bleiben.”

Bertolt Brecht
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1 FEinleitung

1 Einleitung

1.1 Einfiihrung in die Thematik

Die Therapie grofler Frakturen und Pseudarthrosen stellt im klinischen Alltag immer
wieder eine Herausforderung dar. Der Standard besteht in der Behandlung mit autologen
oder allogenen Knochentransplantaten, diese Methoden sind allerdings mit zahlreichen
Problemen behaftet, was nicht selten zur Amputation einer Extremitdt fithrt. Ziel ist
darum die Entwicklung neuer biologischer Methoden, wie solche mit Wachstumsfaktoren,
z.B. Bone morphogenetic Protein 6 (BMP-6).

Der Bedarf an effektiven und beschleunigten Therapien zur Knochenheilung ist immens.
Da die physiologische Heilung von Knochenbriichen ein komplexes und storanfélliges
System darstellt [77], kommt es bei ca. 10% aller Frakturen zu einer verzégerten Heilung.
Bei vorhandenen Risikofaktoren, zu welchen auch Diabetes mellitus zahlt, werden sogar
tiber 30% angegeben. [90] Gerade in Zeiten einer immer élter und morbider werdenden
Bevolkerung wird diese Zahl in den kommenden Jahren vermutlich noch steigen.

Den ,Goldstandard®“ stellt die Versorgung mit autologen Knochentransplantaten, vor
allem aus dem Beckenkamm, dar. Hierdurch wird der Patient aber mit einem zweiten,
haufig sehr schmerzhaften Eingriff konfrontiert. Wobei Studien belegen, dass bei ca. 30%
auch dann nicht die gewiinschte Heilung erfolgt. [10]

1965 entdeckten Urist et al. die osteoinduktive Wirkung von demineralisierter Knochen-
matrix, seither werden BMPs untersucht, um sich ihre Féahigkeiten in der Klinik zu Nutze
zu machen. [100] Seit 2001 bzw. 2002 kommen dort bereits die rekombinanten humanen
Wachstumsfaktoren thBMP-7 (Osigraft®, Opgenra®) und thBMP-2 (InductOs®) zum
Einsatz. [35, 78] Studien, die die osteoinduktive Wirkung verschiedener BMPs untersucht
haben, konnten zeigen, dass neben den bereits pharmazeutisch genuzten Wachstumsfakto-
ren auch BMP-6 eine sehr gute Wirkung im Hinblick auf die Knochenentstehung aufweist.
[49, 58]

Aufgrund der kurzen Halbwertszeit dieser Proteine ist der Erfolg bei direkter Einbringung
allerdings nur begrenzt vorhanden. So werden sehr grofle Mengen Wachstumsfaktor notig,
was die Anwendung teuer und unsicher macht. Aufgrund dessen besteht der Ansatz
dieser Arbeit darin, die genetische Information fiir den Wachstumsfaktor in den Defekt
einzubringen. So konnen langer anhaltende Regenerationsstimuli erreicht werden. Wei-
terhin zeigte sich, dass die freigesetzten Proteine eine bessere Wirksamkeit aufweisen
als die rekombinant hergestellten. [32] Der in dieser Arbeit verwendete Gentransfer be-
steht in einer vereinfachten ex-vivo-Methode, was bedeutet, dass in einer Petrischale das
gewlinschte Gen direkt in Zellen von Gewebestiicken transferiert wird. Hierbei ist kei-

ne keine Isolierung und anschliefende Kultivierung sowie Expansion der Zellen notwendig.
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1 FEinleitung

1.2 Knochen
1.2.1 Knochenstoffwechsel

Knochen geben dem Korper als Geriist seine Form, sie sind Ansatzpunkt fir unsere Mus-
keln und somit eine wesentliche Vorraussetzung fiir die Mobilitdt. Am Auf- und Abbau
sind Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten beteiligt, welche miteinander iiber ein
komplexes System kommunizieren. So entsteht ein dynamisches Gleichgewicht, welches
sich der jeweiligen mechanischen Belastung anpassen kann. [89, 69|

Im Wachstumsalter entsteht zunéchst durch enchondrale Ossifikation Geflechtknochen,
der im Anschluss in Lamellenknochen umgewandelt wird. Hierbei ist eine ausgegliche-
ne Muskelaktivitdat von essenzieller Bedeutung, da Knochen nur dort entsteht, wo durch
Druck und Dehnung eine Beanspruchung vorliegt. Auch im Erwachsenenalter wird Kno-
chen nach diesem Prinzip aus Bindegewebe gebildet. [69]

Die extrazellulare Matrix des Knochens gliedert sich in zwei Bestandteile, die verkalkte
sowie die unverkalkte. Zwei Drittel sind verkalkt und bestehen aus Calciumhydroxylapatit
und anderen Calciumphosphaten, welche tiberwiegend als Kristalle vorliegen. Diese Mine-
ralien geben dem Knochen die benotigte hohe Kompressionsfestigkeit. Auflerdem stellen
sie den grofiten Calciumvorrat im Korper dar, der je nach Bedarf auf- bzw. abgebaut wird.
Diese Vorgénge werden durch das Parathormon (Knochenabbau, Calciumfreisetzung) und
seinen Gegenspieler, das Calcitonin (Knochenaufbau, Calciumeinbau), gesteuert. Ein Drit-
tel der extrazelluldren Matrix ist unverkalkt und besteht aus organischen Substanzen, wel-
che dem Knochen die benétigte Zugfestigkeit verleihen. Dieser Teil, auch Osteoid genannt,
wird von den Osteoblasten gebildet und besteht zu 90% aus Kollagen Typ-1. Die restli-
chen 10% stellen verschiedene Proteine wie Proteoglykane, Osteocalcin u.a. dar. Aufgrund
dieser hohen Stoffwechselaktivitat befinden sich Osteoblasten vor allem in der Nahe von
Geféflen. [89]

Bei der Mineralisierung der Matrix werden zwischen 5% und 10% der Osteoblasten einge-
mauert und so zu Osteozyten. Die Syntheseleistung dieser Zellen ist nicht sehr grofl. Thre
Hauptaufgabe besteht in der Steuerung der Calciumkonzentration sowie der Signal- und
Stoffiibertragung mit Hilfe ihrer Fortsitze. Von Osteoblasten werden auflerdem diverse
Botenstoffe, wie Prostaglandine, Interleukine, Transforming Growth Factor 5 (TGF-3)
und Bone morphogenetic Proteins (BMPs) gebildet. Ein Teil dieser wird in den Knochen
eingebaut und im Falle von Verletzungen bzw. im Rahmen des Remodellings freigesetzt
und aktiviert. [89, 69]

Hierbei spielen die Osteoklasten eine wichtige Rolle. Sie synthetisieren unter anderem pro-

teolytische Enzyme, die die eingebauten Botenstoffe aktivieren. Die Hauptaufgabe, die
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1 FEinleitung

diese Zellen erfiillen, ist die Freisetzung von Calcium aus dem Knochen. Hierzu ist die
dem Knochen zugewandte Zellmembran stark aufgefaltet, die sog. Ruffled Border. In den
Raum zwischen Zelle und Knochen (Howship-Lakune) sezerniert der aktive Osteoklast
dann Protonen, welche fiir ein saures Milieu sorgen. Dadurch und durch die Sekretion
lysosomaler Enzyme, wie Phosphatasen und Proteasen, wird der Knochen abgebaut und
Calcium freigesetzt.

Die Regulation dieser Zellen erfolgt iiber eine negative Feedbackschleife: Durch die erhdhte
Calciumkonzentration in den Howship-Lakunen steigt auch der Calciumwert intrazellular,
wodurch die Sekretion der Osteoklasten gehemmt wird. [89] Die humorale Kontrolle erfolgt
zum einen iiber Calcitonin, ein Hormon aus den parafollikuldren Zellen der Schilddriise,
[75] welches die Zellen innerhalb weniger Minuten inaktivieren kann. Zum anderen jedoch
auch iiber Transmitter, die von Osteoblasten ausgeschiittet werden, wie Prostaglandin E,
und verschiedene Zytokine, welche die Aktivitdt der knochenabbauenden Zellen erhéhen.
Ebenso wirken auch Calcitriol und Parathormon auf Osteoklasten.

Die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten wird durch Parathormon, welches
in der Nebenschilddriise gebildet wird, gehemmt. Calciferole aus der Niere und Calcitonin
hingegen regen die Osteoblasten an. Diese Hormone wirken vor allem tiber die Ausschiit-
tung von Transmittern wie TGF-f, alkalische Phosphatase und Osteocalcin. [89, 69]

Die Erndhrung des Knochens erfolgt zu 80% durch Gefdfie im Endost und Periost, nur
ca. 20% des Blutes flielen in Gefafien, die sich im Volkmann- und Haversraum befinden.
Osteozyten sind maximal 200 ym von einem Gefafl entfernt, was einen Hinweis darauf
gibt, dass auch sie einen nicht unwesentlichen Stoffwechsel betreiben.

Nach Frakturen kann die Durchblutung des Knochens innerhalb weniger Tage auf ein

Vielfaches des Normalwertes ansteigen. [89]

1.2.2 Knochenregeneration

Voraussetzung fiir die vollstdndige Knochenheilung nach einer Fraktur sind die drei Blas-
teme Endost, Periost und Havers-System. Wichtige Faktoren sind aber auch die intakte
Durchblutung, die Ruhigstellung des Defekts sowie der Kontakt der beiden Frakturenden
zueinander. Hierin besteht das Problem von Knochendefekten, z.B. nach Resektion patho-
logisch veranderter Knochenanteile. Dabei ist insbesondere der Kontakt der Konchenenden
oftmals nicht zu gewahrleisten, wenn man keine deutliche Verkiirzung der Extremitét in
Kauf nehmen mochte, wodurch eine Heilung des Defekts sehr schwierig werden kann.

Pluripotente Stammzellen aus dem Knochenmark sezernieren bei einer Fraktur bzw. einem
Defekt Wachstumsfaktoren wie TGF-£ und BMPs sowie Zytokine in den Spalt. [44] AuBer-

dem werden solche Transmitter, welche wie oben beschrieben im Knochen eingebaut sind,
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auch durch den mechanischen Vorgang des Knochenbruchs freigesetzt. [89] Diese Faktoren
spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Zellinfiltration, der Angiogenese
und der Differenzierung von Zellen. [44] Bei der Knochenheilung unterscheidet man zwi-
schen einer priméren und einer sekundaren Form, auf die im Folgenden naher eingegangen

wird.

Primdre Knochenheilung Die priméare oder direkte Knochenheilung ist die vom Trau-
matologen gewiinschte Form, da es hierbei zu einer minimalen Kallusbildung kommt. Die
Voraussetzungen sind wie oben beschrieben eine gute Perfusion, der Kontakt der Kno-
chenenden zueinander sowie die suffiziente Ruhigstellung. So wird bei stabiler Fixation
und intakter Durchblutung der Fraktur- bzw. Defektspalt direkt von den Osteonen der
Knochenenden durchzogen. Diesen Vorgang nennt man auch Kontaktheilung. Falls doch
kleine Spalten verbleiben, werden diese im Rahmen der Spaltheilung durch Geflechtkno-
chen, durch Endost und Periost sowie durch den Umbau des Havers-Systems aufgefillt.
Die Dauer bis zur definitiven Ausheilung betragt bei der primaren Knochenheilung ca. 1,5
bis 2 Jahre. [44]

Sekunddre Knochenheilung Die sekundére bzw. indirekte Knochenregeneration stellt
die natiirliche Form dar, bei der die Knochenenden nicht so nah beieinander liegen wie
bei der direkten Form. Folglich kann die Spalte nicht direkt von den Osteonen der Kno-
chenenden durchzogen werden und es bildet sich ein Kallus.

Die sekundédre Knochenheilung lauft daher in vier Schritten ab:
1. Bildung des Hamatoms
Einwachsen von Fibroblasten und Organisation des Hamatoms

Kallusdifferenzierung

- L N

Anschluss an den alten Lamellenknochen und das Geféflsystem sowie Abbau der

Kallusreste

Die sekundére Knochenheilung dauert ca. 2 - 3 Jahre. [44] Zunéachst infiltrieren undiffe-
renzierte Zellen den Fraktur- bzw. Defektbereich, welche hier proliferieren und schliellich
mit Hilfe der freigesetzten Botenstoffe zu Chondroblasten differenzieren. Diese sezernieren
extrazellulire Knorpelmatrix-Bestandteile. Zum Zeitpunkt der Geféaffinvasion kann dann
eine Hypertrophie dieser Knorpelzellen beobachtet werden und die Knorpelmatrix wird
mineralisiert. Zudem tauchen jetzt auch die ersten Osteoblasten und Osteoklasten im
Regenerationsgebiet auf. Im Rahmen des physiologischen Remodellingprozesses wird der

Knorpel dann resorbiert und vollstandig durch Knochen ersetzt. [109]
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1.3 Knochenheilungsstorungen

In den USA liegt die Inzidenz fiir Frakturen der langen Rohrenknochen bei fast 1,5 Mio
pro Jahr, [35] wobei es bei 5 - 10% zu einer gestorten Heilung kommt, [18] bei Patienten
mit Risikofaktoren sogar in bis zu 30% der Falle. [65, 105] Diese Zahlen zeigen die enorme
soziookonomische Bedeutung solcher Verletzungen. [35] Hinzu kommt aulerdem noch die
Verlangerung der eingeschrankten Lebensqualitit des Patienten. [63] So gehen in den USA
ca. 146 Mio Krankentage auf Frakturen zuriick. [35] Ein weiteres, soziookonomisch nicht
weniger bedeutendes Problem sind Knochendefekte, welche nach ausgedehnten Resektio-
nen von Knochengewebe, sei es nach Tumorresektionen, im Rahmen von Knochenzysten
oder nach Osteomyelitiden, zuriickbleiben. Auch hier kann die Kontinuitéit des betroffenen
Knochens meist gar nicht oder nur mit groflen Schwierigkeiten und nach einem groflen
zeitlichen Aufwand wieder hergestellt werden.

Knochenheilungsstorungen sind oft nur schwer in den Griff zu bekommen, die Kompli-
kationsrate bei Pseudarthrosen liegt zum Beispiel bei ca. 35% und ist damit mehr als
doppelt so hoch wie die durchschnittliche Rate fiir Komplikationen tiberhaupt. Hierdurch
verlangert sich die Liegezeit der Patienten drastisch, was auch in der Folge die Kosten
stark ansteigen lasst. [107]

2006 untersuchten Dahabreh et al. die totalen Kosten fiir die Behandlung einer Fraktur,
die eine Pseudarthrose in Grofibritannien verursacht. Sie fanden heraus, dass diese im
Schnitt bei £ 21.183,05 lagen. [19]

Geht man einmal davon aus, es liegt der bestmogliche Fall, eine aseptische Pseudarthrose,
vor. Sie wird mit dem Standard behandelt, der Patient erhélt 3 Dosen Antibiotikum
und eine Standard-Thromboembolieprophylaxe. Er bendétigt eine minimale Anzahl von
ambulanten Kontrollterminen und Physiotherapiesitzungen und ist fiir 6 Monate krank
geschrieben. Auflerdem hat der Musterpatient keine weiteren Komplikationen und das
funktionelle Ergebnis ist optimal. Die Berechnung der Kosten erfolgte in dieser Studie
nach den Preisen von 2008. Hierbei werden bei femoralen Pseudarthrosen Kosten in Hohe
von £ 17.200 veranschlagt bzw. £ 16.330 bei tibialen Nonunions. [48]

Aufgrund der steigenden Preisentwicklung ist davon auszugehen, dass sich auch die Kosten
fir die Behandlung einer Pseudarthrose bis zum heutigen Tag erhéht haben. Aus diesen
Griinden ist eine moglichst frithe Diagnose zusammen mit der richtigen und schnellen

Therapie, auch aus volkswirtschaftlicher Sicht, enorm wichtig.

Entstehung, Einteilung und Therapie Von einer echten Pseudarthrose oder Nonunion

spricht man dann, wenn sechs bis acht Monate nach dem Trauma noch keine knécherne
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Durchbauung vorliegt. Insbesondere in der computertomographischen Untersuchung, aber
oft auch im konventionellen Rontgenbild, sieht man dabei die fehlende Konsolidierung.
Hiervon abzugrenzen ist eine verzogerte Heilung, bei der eine verspatete knocherne
Uberbriickung, vier bis sechs Monate nach dem Trauma, auftritt. Dabei zeigt sich réntge-

nologisch z.B. ein unscharf abgegrenzter Kallus. [44, 65, 104]

Die Zeichen einer Pseudarthrose oder Nonunion sind in vielseitiger Weise zu erkennen. Zum
einen kann klinisch eine Restbeweglichkeit an der Bruchstelle verbleiben, zum anderen sind
radiologisch weiterhin bestehende Defektlinien sowie eine hypertrophe oder ausbleibende
Kallusbildung erkennbar. [63, 65] Die Symptome, die der Patient wahrnimmt, sind vor
allem Schmerzen und die fehlende bzw. im Vergleich zu vorher verminderte Belastbarkeit
des Knochens.

Die Ursachen nichtinfizierter Pseudarthrosen sind meist mechanische Instabilitdt und
Durchblutungsstorungen, allerdings konnen auch fehlende Compliance, starker Nikotin-
konsum und Neuropathien zu Nonunions fithren. Die Noncompliance des Patienten hat
meist zur Folge, dass ein Defekt zu frith zu hohen Belastungen ausgesetzt ist und so eine
suffiziente Ruhigstellung nicht gewéhrleistet wird. Zudem wirkt sich starker Nikotinkon-
sum negativ auf die Durchblutung aus und verhindert so eine optimale Heilung. Neuropa-
thien, wie im Rahmen von Diabetes mellitus, Alkoholismus, Paraplegie usw., gehen haufig
mit einem Verlust der Sensibilitat einher, wodurch der Patient nicht wahrnimmt, wie stark
er die Extremitét belastet. Die folgende Uberbeanspruchung kann dann im Verlauf wie-
derum zur Ausbildung einer Pseudarthrose fithren. [63] Man unterscheidet grundsétzlich
zwei Formen von Pseudarthrose: die hypertrophe und die atrophe.

Hypertrophe Nonunions entstehen meist durch mechanische Instabilitdt bei intakter
Durchblutung, sprich vitalen Defektfragmenten. [63, 65] Griinde hierfiir kénnen unter an-
derem die ungeniigende Ruhigstellung in der Schiene, Insuffizienz des Osteosynthesemate-
rials oder zu frithe Belastung sein. Der Organismus versucht die fehlende Ruhe herzustellen
und den Knochen zu stabilisieren, indem er an den Defektenden verstarkt Knochen bil-
det, so entsteht der hypertrophe Kallus (sieche Rontgenbild in Abb. 1). Réntgenologisch
sieht man die Hypertrophie in Form des ,Elefantenfules“ bzw. ,Pferdehufes® (vergleiche
Abb. 1) . [63, 64] In einigen Féllen ist diese Form der Nonunion mit Achsabweichungen

verbunden, meist leiden die Patienten unter Schmerzen.

Der Therapiestandard besteht hierbei in der Wiederherstellung der Stabilitat, entweder
durch eine Kompressionsplatte oder durch einen Verriegelungsmarknagel. [63, 65] So wird
die Dehnungsbelastung des Gewebes reduziert und es kommt zur Mineralisierung des knor-
peligen und fibrosen Gewebes im Pseudarthrosenspalt. Der vorliegende Faserknorpel wird

von Gefaflen durchzogen, wodurch Osteoblasten einwandern und den Spalt mit Knochen
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Abbildung 1: Hypertrophe Pseudarthrose des Humerus, modifiziert nach [80]

durchbauen. Eine Resektion der hypertrophen Nonunion ist meist kontraindiziert, da es
sich um vitalen Knochen handelt, der heilungfihig ist. Eine Ausnahme besteht jedoch bei
ausgepragten Achsabweichungen. [63]

Bei der atrophen Pseudarthrose (siche Abb. 2) liegt die Atiologie meist in der fehlenden
bzw. mangelhaften Perfusion, genauso kann aber auch eine nicht ausreichende Osteoinduk-
tion die Ursache sein. Bei der avaskuldren Form unterliegen die nekrotischen Defektenden
einer immer weitergehenden Resorption, was unweigerlich zu einem Substanzverlust mit
Verkiirzung des Knochens fithrt. Des weiteren werden die Knochenanteile distal des De-
fekts weniger belastet, was eine Inaktivitdtsosteopenie zur Folge haben kann. Insbesondere
an der oberen Extremitat zeigt die atrophe Pseudarthrose auch eine gewisse Durchblutung.

Hier kommt es durch eine fehlende Beanspruchung zur Atrophie. [63, 65]

Abbildung 2: Atrophe Pseudarthrose des Femur nach Versorgung mit einem Marknagel, mo-
difiziert nach [59]

Die Behandlungsstrategie der avaskuldren Pseudarthrose besteht in einer Verkiirzung
des betroffenen Knochens, evtl. kombiniert mit einer defektfernen Kallusdistraktion zur

gleichzeitigen Verlangerung der betroffenen Seite oder gleichzeitigen Verkiirzung der
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Gegenseite. Eine weitere Option stellt die Tibia-pro-Fibula-Operation oder die Einbrin-
gung von anderen Transplantaten dar. Der empfohlene Standard ist hierbei autologer
Knochen (zumeist ein Fragment aus dem Beckenkamm). Liegt der Fall einer atrophen
Pseudarthrose mit vitalen Fragmenten vor, so ist die Osteoinduktion zu unterstiitzen.

Dies kann durch autogenen Knochen oder pharmazeutische Produkte erreicht werden. [63]

Die synoviale Nonunion ist eine echte Pseudarthrose. Sie entsteht durch andauernde Bewe-
gung der Bruchfragmente gegeneinander, dadurch bildet sich eine Gelenkhoéhle mit Syn-
ovia. Haufig kommt es bei dieser Form zu Achsfehlstellungen. Die Behandlung erfolgt
durch Débridement der Synovialhaut mit anschlieBender Dekortikation der Defektenden
und Korrektur der Deformation. Stabilisiert wird der Defekt in den meisten Féllen durch
ein Knochentransplantat.

Von den genannten, nicht infizierten Falschgelenken sind die infizierten Pseudarthrosen
klar abzugrenzen. Die haufigsten Erreger infizierter Pseudarthrosen sind Staphylococcus
aureus und Staphylococcus epidermidis, welche zu einer persistierenden Entziindung fith-
ren konnen, die durch Antibiotika allein nicht in den Griff zu bekommen ist. Die Therapie
in diesem Fall besteht in der grofiziigigen Entfernung des inifzierten Materials sowie einer

systemischen und gegebenenfalls lokalen Antibiotikatherapie. [63]
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1.4 Therapie von Knochendefekten mit Heilungsstorung

Bei hypertrophen Pseudarthrosen steht die Stabilisierung des Defekts an erster Stelle.
Hierzu eignen sich sowohl Plattenosteosynthesen als auch verschiedene Nagelsysteme.
[33, 63, 64] Die effektivste Methode zur Freilegung des Defekts stellt die Dekortikation dar,
ohne hinzukommende Beschidigung des Gefalsystems. Auflerdem gibt sie einen weiteren
Reiz zur Osteosynthese. [33, 63] Wichtig ist die ausreichende Gewebeentfernung sowie eine
gute Stabilisierung durch den Operateur, da es sonst zu keiner Ausheilung kommt. [33]
Oft wird die Dekortikation mit einer autologen Spongiosaplastik kombiniert, welche einen
nekrotischen Knochenabschnitt iiberbriicken kann und sowohl osteokonduktiv als auch
osteoinduktiv wirkt. [63, 65] Hierbei kommt es allerdings haufig zu Beschwerden an der
Entnahmestelle (oft Beckenkamm), wie Schmerzen, Gefafverletzungen oder Taubheits-
gefithl im Bereich der Narbe. Einige Patienten klagen sogar ldnger iiber Schmerzen am
Beckenkamm als an der fritheren Pseudarthrose. [23, 108]

Uberschreitet der Defekt eine GroBe von 3 - 4em, so fithrt man einen Segmenttransport
mittels Kallusdistraktion oder Fixateur-externe (z.B. nach Ilizarov) durch. [65]

Bei der Behandlung der atrophen Pseudarthrosen steht die Wiederherstellung der Durch-
blutung sowie die Stimulation der Osteogenese im Mittelpunkt. Dabei ist die Resektion
der Defektenden obligat. [65] Neben der Stabilisierung wird hier ein autologes Spongiosa-
transplantat eingebracht, welches die Osteogenese anregen soll. [33, 64| Des weiteren ist es
moglich das Knochenwachstum mit Hilfe von extrakorporalen Stofiwellen anzuregen. [82]
Die Therapie der infizierten Pseudarthrosen erfolgt in erster Linie durch eine Infektsa-
nierung mittels Débridement einschliellich der angrenzenden Weichteile und durch eine
konsequente systemische Antibiotikagabe. In der zweiten Phase kann dann eine erneu-
te Stabilisierung kombiniert mit einer Spongioplastik durchgefiihrt werden. [33, 65, 63]
Eine weitere Moglichkeit bei der Therapie von Pseudarthrosen der Tibia besteht in der
Durchfithrung einer Fibula-pro-Tibia-Operation. Hierbei wird nach der Infektsanierung ei-
ne breite Verbindung zwischen Fibula und Tibia aus Knochen eingefiigt. Zu Erwédhnen ist
in diesem Zusammenhang auch noch die Verschiebeosteotomie, die man bei einem grofien
Knochenverlust durchfiihrt. [33, 63]

1.4.1 Autograft

Unter den autologen Knochenersatzmaterialien stellt die autologe Spongiosaplastik den
,Goldstandard®“ dar. Sie zeigt zum einen ein gutes Einbauverhalten und wirkt gleichzeitig
osteoinduktiv. Ein grofler Nachteil ist allerdings die stark begrenzte Menge sowie die

zusatzlichen Komplikationen auf Grund des zweiten Eingriffs. Des weiteren verlangert
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sich so die Operationszeit, womit sich auch die Kosten erhéhen. [71]

Vinken et al. untersuchten 2003 die Kosten fiir eine Applikation von BMP-7, die Fixation
nach Ilizarov und die Transplantation von autologem Knochengewebe im Vereinigten
Konigreich und in Deutschland. Dabei zeigte sich, dass in Deutschland fiir eine Therapie
mit BMP-7 Kosten in Hohe von &£ 15.156, fiir eine Transplantation von autologem Kno-
chengewebe £ 14.348 und fiir die Behandlung nach Ilizarov £ 15.361 anfielen. [102]

1.4.2 Allograft

Eine weitere Moglichkeit verloren gegangenes Knochenmaterial zu ersetzen sind Allo-
grafts. Hierbei unterscheidet man spongiose und massive bzw. strukturelle Transplantate.
Letztere verwendet man vor allem bei komplexen Rekonstruktionen. Es handelt sich dabei
meist um Femurkopfe, welche im Rahmen von Endoprothesenimplantationen entnommen
wurden. Sie werden mit Hitze behandelt und dann bei -80°C gelagert, was dazu fiihrt,
dass einerseits die Zellen, andererseits aber auch die Wachstumsfaktoren zerstort werden.
Somit ist dieses Implantat nicht mehr osteoinduktiv. Des weiteren kann es trotz des
Auskochens zu Immunreaktionen im Empféinger kommen. Allografts werden aber auch
im Rahmen von Endoprothesenwechseln und bei Knorpelknochendefekten eingesetzt.
Weitere Anwendungsgebiete liegen im Ersatz von Knochen nach Tumorresektionen sowie
bei periprothetischen Frakturen. Ein Problem der massiven Allografts stellt der mangel-
hafte Einbau dar, denn durch die Grofle und Avitalitdt des Transplantats kommt es nur
oberfléchlich zu einer Verbindung mit dem umliegenden Knochengewebe. Auflerdem steigt
nach Implantation eines Allografts die Infektionsrate um bis zu 14%. Auch kommt es in
bis zu einem Drittel der Félle zur Resorption der Grafts mit anschlieBender Nonunion und
erneuter Fraktur. Zu Bedenken ist, dass die Allografts zum Zeitpunkt der Implantation
nicht vital sind, was zur Folge hat, dass der eigentliche Einbau der Implantate erst nach
einer Zeit des Remodellings beginnt. So kommt es zu einer Verminderung der biomecha-
nischen Stabilitdt. Weitere Probleme liegen im regional unterschiedlichen Anfallen solcher
Praparate und im hohen Preis fiir einen Huftkopf.

Grundsatzlich ist es auch moéglich xenogene Transplantate als Defektfiiller zu verwenden,
allerdings ist hierbei eine zeit- und kostenintensive Aufbereitung notwendig, um die Im-
munogenitat zu verringern. Als Beispiel seien hier bovine Transplantate genannt, welche
in grofler Menge zur Verfiigung stehen. Ein weiterer Nachteil ist die verzogerte Resorption,

auf Grund der unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften. [71]
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1.4.3 Bone morphogenetic proteins

Historie Bone morphogenetic proteins (BMPs) sind eine Reihe von Wachstumsfaktoren,
die zur TGF-f -Superfamilie gehoren. [16, 21, 85] Entdeckt wurden sie 1965 von Urist et
al.. Er zeigte in seinen Experimenten, dass dekalzifizierter Knochen, welcher in Muskel
implantiert wurde, zur Bildung von Knochen an dieser Stelle fithrt. [16, 21, 85, 100, 112]
Spater nannte er die Faktoren, welche fiir dieses Phanomen verantwortlich waren, Bone
morphogenetic proteins. [21] Bis heute zédhlen etwa 20 Proteine zur BMP-Familie. [112]
1988 gelang es Wozney et al. zum ersten Mal BMPs zu isolieren und ihre cDNA herzu-
stellen. [85]

Molekiilstruktur BMPs werden im Organismus als Vorlaufer produziert und unterlau-
fen dann einen Reifeprozess. Jedes Molekiil besitzt ein 50 - 100 Aminosduren langes,
hydrophobes Ende. Des weiteren enthalten sie sieben Cysteine, von denen sechs einen Cy-
steinknoten bilden, wobei das letzte Cystein im Zuge der Dimerisierung von Bedeutung
ist (siehe Abb. 3).

Grundsatzlich bestehen BMPs aus einem Signalpeptid, einer Pro-Doméane und dem reifen
Protein (siehe Abb. 3, Teil A). Wahrend des Reifeprozesses wird zunéchst das Signalpeptid
abgetrennt, sodass das aktive C-terminale Ende freiliegt. AnschlieBend wird das Peptid
glycosyliert und lagert sich mit einem zweiten Molekiil zu einem Dimer zusammen. Bei
der Sekretion des reifen BMPs verliert dieses dann noch seine Pro-Doméne und wird so
aktiviert. [85, 109, 111, 112]

Funktionen in der Knochenregeneration BMPs spielen eine entscheidende Rolle in der
Bildung von Knochen und Knorpel. [62, 112] So ist zum Beispiel bekannt, dass BMP-2,
-3, -4, -5, -6 und -7 in Wachstumsfugen exprimiert werden. [52] Man geht davon aus, dass
BMPs die Differenzierung von Osteoblasten anregen. [27, 110] Die Bildung vieler extra-
zellularer Proteine, wie Kollagen, Osteocalcin und alkalische Phosphatase wird aulerdem
durch BMPs gesteuert. [106]

Des weiteren sind BMPs an diversen Prozessen in der Entwicklung beteiligt. Diese These
wird dadurch unterstiitzt, dass die Wachstumsfaktoren grofe Ahnlichkeit mit den Prote-
inen vegetalising factor-1 (Vgl) und Decapentaplegic (dpp) aufweisen, welche an vielen
Vorgangen wahrend der Embryogenese in Xenopus laevis bzw. Drosophila melanogaster
beteiligt sind. [109] Einen Uberblick hierzu gibt Tabelle 1.4.3.
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Signal peptide  Pro-domain Mature peptide

BRIAA

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Molekiilstruktur von BMP-2 [112]

Klinischer Einsatz Im klinischen Einsatz befinden sich derzeit nur die rekombinanten
humanen Wachstumsfaktoren BMP-2 und -7 ( rhBMP-2 und -7).

Der Einsatz von rhBMP-7 (Osigraft® von Stryker, Opgenra® von Olympus Biotech
International Limited) ist in Deutschland noch keine géangige Therapieoption. Was ver-
mutlich daran liegt, dass dieses Medikament erst recht spat eine Zulassung erhielt, welche
den Gebrauch stark einschrankt. Aufgrund der Tatsache, dass die Zulassungsstudie
rhBMP-7-Implantationen in Tibiafrakturen untersuchte, beschrénkte man die Zulassung
in Deutschland hierauf. Aulerdem miissen vorher schon eine Reihe erfolgloser Behand-
lungen durchgefithrt worden sein, sodass ThBMP-7 nur bei therapieresistenten Patienten
zum Einsatz kommt. In anderen Landern, wie z.B. den USA und Australien, ist der
Einsatz an allen langen Rohrenknochen zuléssig. In Deutschland ist ein Einsatz auflerhalb
der Tibia nur im Rahmen eines sogenannten ,off label use“ moglich. Hierbei miissen
diverse Kriterien, wie eine schwerwiegende lebensbedrohliche Erkrankung, eine erhebliche
Einschrinkung der Lebensqualitéit, keine Alternativtherapien und die Wirksamkeit des
Medikaments, erfiillt sein.

2006 veroffentlichten Zimmermann et al. eine Studie in der 23 Implantationen von thBMP-
7 bei Pseudarthrosen langer Rohrenknochen untersucht wurden. Das Patientenkollektiv
bestand aus ,,austherapierten® Patienten, die mehrfach voroperiert waren. Nach Implanta-
tion von thBMP-7 (Osigraft®), kam es in 22 Féllen zur Ausheilung der Fraktur innerhalb
von wenigen Monaten. Postoperative Komplikationen traten hierbei nicht auf [115].

2007 veroffentlichte der gleiche Autor eine neue Untersuchung, bei der es darum ging, die
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BMP Funktion

BMP-1  Metalloprotease; beteiligt an der Knorpelbildung

BMP-2  Homodimer; induziert Knochen- und Knorpelbildung; Osteoblasten-
differenzierung

BMP-3  induziert Knochenbildung

BMP-4  reguliert Zahn-, Extremitaten- und Knochenbildung aus Mesoderm; Fraktur-
heilung

BMP-5  Knorpelbildung

BMP-6  Frakturheilung

BMP-7  Schlisselrolle in Osteoblastendifferenzierung; induziert Bildung von SMAD-1;
Nierenentwicklung

BMP-8  beteiligt an Knochen- und Knorpelentwicklung

BMP-9  Steuerung der Entwicklung von Chondrozyten aus mesenchymalen Stamm-
zellen

BMP-10 Trabekelentwicklung des embryonalen Herzens

BMP-15 evtl. Oozyten- und Follikelentwicklung

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Funktionen verschiedener BMPs [112]

Effizienz der priméren Spongiosaplastik im Vergleich zu einer Behandlung mit rhBMP-7
zu bestimmen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit Osigraft® eine
mindestens genauso hohe Wirksamkeit zur Ausheilung besitzt wie der bisherige Standard
Spongiosaplastik. [116]

Eine bedeutende Studie fiir die Zulassung von rthBMP-7 als Medikament stammt von
Friedlaender et al. (2001). Er untersuchte 122 Patienten, die entweder ein autologes
Knochentransplantat oder ein rhBMP-7-Implantat erhielten. Nach 1, 2, 3, 6, 9, 12 und 24
Monaten wurde nach Schmerzen an der Frakturstelle gefragt und die Belastbarkeit der
betroffenen Extremitat untersucht. Bei Patienten nach autologer Knochentransplantation
wurde zusatzlich nach Beschwerden an der Entnahmestelle gefragt. Festgestellt wurde,
dass bei Transplantation von Knochen die OP- und Liegezeiten der Patienten langer wa-
ren. Auflerdem erlitten sie im Schnitt einen hoheren Blutverlust. Die Komplikationsrate
war in beiden Gruppen gleich. Letzten Endes zeigte sich sowohl in der Kontroll- als auch
in der Vergleichsgruppe eine Erfolgsrate von 82% nach 24 Monaten. So konnte gezeigt
werden, dass thBMP-7 eine klinisch sichere Therapiemoglichkeit darstellt. [35]
Beméngelt wurde bei all diesen Untersuchungen die Dosis des eingebrachten Wachstums-
faktors, welche deutlich tiber der physiologisch vorhandenen Menge im Frakturbereich
liegt. [98] Die physiologische Dosis, bei der eine Antwort erzeugt wird, liegt bei Menschen
bei etwa 800ug/ml. [106] Grund hierfiir ist die sehr kurze Halbwertszeit der Proteine. [96]
Hierdurch wird vor allem das Risiko fiir heterotope Ossifikationen gesteigert. Aulerdem

besteht ein Risiko fiir allergische Reaktionen durch das aus bovinem Knochen gewonnene

Dissertation Evi Fleischhacker 14



1 FEinleitung

Kollagen Typ I, welches in Osigraft® enthalten ist. Hinzu kommt, dass die Wirksamkeit
des Wachstumsfaktors durch den Carrier mafigeblich beeinflusst wird. [98] Man hat bis-
lang aber noch kein ideales Transportsystem gefunden.

Osigraft® von Olympus Biotech International Limited enthélt 3,3mg rhBMP-7 (Eptoter-
min alpha), welches durch rekombinante DNA-Technologie in Zellen aus Eierstocken des
chinesischen Hamsters produziert wird. Das Pulver dient der Herstellung einer Suspension.
Anzuwenden ist dieses Medikament bei traumatisch bedingten Pseudarthrosen der Tibia,
die mindestens neun Monate bestehen und bei denen eine vorangegangene Therapie mit
autologer Spongiosa fehlgeschlagen ist bzw. nicht moglich war. Eine weitere Bedingung
fiir die Anwendung dieses Produkts ist ein ausgewachsenes Skelett beim Patienten. Der
Nachteil dieser Therapiestrategie ist zum einen der Preis von Osigraft® und zum ande-
ren die grofle Menge an Wachstumsfaktor, die in die Fraktur eingebracht werden muss.
Dadurch kommt es leichter zu Verschleppungen des osteoinduktiven Materials und so
zu heterotoper Knochenbildung. Des weiteren kann es zu allergischen Reaktionen gegen
das rekombinant hergestellte BMP oder andere Bestandteile des Pulvers kommen. [93]
Ein weiteres Medikament, welches ebenfalls als Pulver zur Herstellung einer Suspension
vertrieben wird und als Wirkstoff auch 3,3mg Eptotermin alpha enthélt, ist Opgenra®,
ebenfalls von der Firma Olympus Biotech International Limited. Die Anwendung von
Opgenra® wurde von der European Medicines Agency (EMA) auf die Behandlung der
Spondylolisthesis beschrankt. Als haufige Nebenwirkungen werden postoperative Infek-
tionen, Wundheilungsstérungen und heterotope Ossifikationen angegeben. [30)]
Rekombinantes humanes BMP-2 (Dibotermin alpha) wird von der Firma Medtronic
BioPharma B.V. produziert und nennt sich InductOs®. Bs enthalt 12mg des Wachs-
tumsfaktors und wird ebenfalls als Pulver hergestellt. Zugelassen ist dieses Medizinprodukt
zur erganzenden Therapie bei Tibiafrakturen sowie zur Fusion von Lendenwirbelképern
bei degenerativen Bandscheibenerkrankungen. Nachteil ist, wie auch bei der Anwendung
von Osigraft®, dass es bei hohen Dosen zu exzessiver Kallusbildung kommen kann,
welche dem Patienten im Folgenden weitere Beschwerden bereitet. Als weitere héufige
Nebenwirkung sind auch hier postoperative Infektionen und Wundheilungsstorungen zu
nennen. [28] AuBerdem kann es auch bei nductOs® zu allergischen Reaktionen gegen
das rekombinante Protein sowie gegen andere Bestandteile des Medikaments kommen.
[43, 74] Des weiteren konnten zwei Metaanalysen 2013 keinen Vorteil in der Fusion von
Wirbelkorpern mit nductOs® gegentiber autologem Knochen feststellen. [36, 86] Eine
dieser Studien konnte auflerdem ein signifikant hoheres Risiko fiir Krebserkrankungen
nach einer Behandlung mit InductOs® feststellen, wobei die Gesamtzahl der Krebser-

krankungen gering war und die Tuomoren sehr unterschiedlich. [36]
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Wirtschaftliche Aspekte Vergleicht man einmal die Kosten fiir eine Therapie mit ei-
ner Knochentransplantation mit den Kosten fiir eine Behandlung mit thBMP-7, so wird
ersichtlich, dass die zweite Option zwar teurer ist, dies aber nur auf die Kosten fiir den
Wachstumsfaktor zuriickzufithren ist. In fast allen anderen Punkten, wie Liegezeit, radio-
logische Nachuntersuchungen und ambulante Vorstellungen, sind die Kosten in der mit
rhBMP-7 behandelten Gruppe deutlich geringer. So kam es, dass am Ende eine solche
Therapie nur £ 463,37 teurer war als eine Knochentransplantation, obwohl der Preis fiir
das Protein bei £ 3.002,20 lag. [18]

Jones et al. veroffentlichten 2004 die Ergebnisse einer Untersuchung, bei der er den Nut-
zen von thBMP-2 in der Behandlung von offenen Tibaischaftfrakturen analysierte. Sie
kamen zu dem Ergebnis, dass aus Sicht des Kostentréagers die direkten Kosten fiir zwei
Jahre bei einem Patienten, welcher mit einem intramedullaren Marknagel und rhBMP-2
therapiert wurde, bei £ 16.734 lagen, wohingegen ein Patient, der nur einen Marknagel
bekam, £ 20.217 kostete. [47] Zuriickzufiihren ist dies auf eine verringerte Komplikati-
onsrate, ein vermindertes Infektionsrisiko und eine schnellere Frakturheilung in der mit
rhBMP-2 behandelten Gruppe. [95]

1.4.4 Gentransfer

Mit Hilfe der Gentherapie kénnen einige der Probleme, welche sich aus der Anwendung
rekombinanter BMPs ergeben, gelost werden. Durch Einbringen der genetischen Informa-
tion des Wachstumsfaktors in das Genom von autologen Zellen kann das Einfithren kérper-
fremden Materials vermieden werden. Des weiteren liegen so wesentlich geringere Mengen
BMP im Frakturspalt vor, was die Gefahr der tiberschieenden Kallusbildung reduziert.
Das Prinzip der Gentherapie besteht darin, die genetische Information fiir ein Protein
in den Organismus einzubringen, sodass dieser das gewiinschte Eiweifl selbst produziert.
Hierzu benotigt man ein Transportsystem, welches in die Zelle eindringt und die Informa-
tion in den Zellkern transferiert, wo sie entweder in die DNA des Organismus integriert
wird oder als Episom verbleibt. Grundsétzlich unterscheidet man virale (z.B. Adenoviren
und Lentiviren) und nicht-virale Vektoren (z.B. Elektroporation). [70] Nicht-virale Trans-
portsysteme sind verhaltnismafig einfach zu handhaben und kostengiinstig. Allerdings ist
die Transfektionsrate sehr niedrig, das heifit nur wenig genetische Information erreicht ihr
Ziel. In der Folge kann dann oft auch keine ausreichende Menge Protein gebildet werden.
Ein Beispiel fiir ein nicht-virales Verfahren ist die Elektroporation. Hierbei werden mit
Hilfe von elektrischem Strom Locher in die Zellmembran eingebracht, wodurch die geneti-
sche Information eindringen kann. Ein Nachteil dieser Methode ist die gezielte Zerstorung

der Zelle, welche im Nachhinein wieder repariert werden muss. Geschieht dies nicht geht

Dissertation Evi Fleischhacker 16



1 FEinleitung

die Zelle zu Grunde. Bei einem anderen Verfahren wird die DNA in Liposome verpackt,
welche anschliefend von der Zielzelle aufgenommen werden. In der Entwicklung sind der-
zeit auflerdem verschiedene chemische Methoden. [8, 50]

Eine deutlich bessere Effektivitat beziiglich der Transduktionsrate weisen virale Trans-
portsysteme auf. Hierfiir werden verschiedene Vektoren verwendet. Die géngisten Viren
sind Adenoviren, Retroviren, Lentiviren und Adeno-assoziierte Viren. Adeno-assoziierte
Viren sind non-patho- und non-immunogene rekombinante Viren, welche ihr Erbgut nicht
in das der Wirtszelle integrieren. Jedoch ist ihre Herstellung aufwendig und kostenintensiv.
Lenti- und Retroviren bringen ihre Nukleinsduren in das Genom der Zielzelle ein, woraus
eine langfristige Expression der Information bis zum Zelltod resultiert. [94] Inzwischen gibt
es auch modifizierte Formen, welche einen eingebauten Promotor besitzen, der z.B. durch
Tetracyclin aktiviert bzw. gehemmt werden kann. Auf diese Weise ist eine Steuerung der
Expression durch den Arzt moéglich. [8] Adenoviren werden héufig als Transporter genutzt.
Sie integrieren ihr Erbgut nicht in das Wirtsgenom, wodurch das Gen fiir zwei bis drei
Wochen exprimiert wird und die Produktion nach spatestens sechs Wochen komplett zum
Erliegen kommt. [1, 15] So kann im Zusammenhang mit der Knochenheilung das Risiko
fir eine tiberschiefende Kallusbildung minimiert werden. [8]

Zu den Zielgenen, die man im Rahmen der Knochenregeneration ansprechen mochte, ge-
hoéren Faktoren, welche die Knochenheilung unterstiitzen, wie BMPs, TGF-3, Insulin-like
Growth Factors (IGFs), Fibroblast Growth Factors (FGFs), Latent Membrane Protein 1
(LMP-1), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), constitutively active BMP type
I Receptor ALK2 (caALK2) und viele andere. Sie regen die Einwanderung, Proliferation
und Differenzierung der fiir die Heilung essenziellen Zellen an. So bewirkt z.B. VEGF die
Einsprossung von Geféfien in den Frakturspalt, FGFs verbessern die Migration, Prolifera-
tion und Differenzierung von Osteoprogenitorzellen und BMPs steuern die Differenzierung
von Stammezellen zu Osteoblasten. [8]

Bei der Gentherapie unterscheidet man grundsétzlich zwei Formen. Zum einen gibt es die
in-vivo Gentherapie, bei der man den Vektor direkt in den Organismus einbringt, und
zum anderen gibt es die ex-vivo Methode, bei der Zellen aus dem Koérper entnommen, im
Labor manipuliert und anschliefend wieder reimplantiert werden. Bei der in-vivo Methode
kann die Knochenbildung an spezifischen Stellen im Korper direkt induziert werden, wo-
durch der Aufwand deutlich reduziert wird. [7, 9, 8] Allerdings besteht hierbei das Risiko
einer Immunantwort auf den Vektor. [67] Genau dort liegen die Vorteile des ex-vivo Gen-
transfers, bei dem der Vektor gar nicht erst in den Organismus eingebracht wird, sondern
nur die manipulierten autologen Zellen. Liebermann et al. zeigten 2002, dass Knochen,
dessen Bildung durch BMP-2-exprimierende Zellen induziert wurde, sogar robuster ist als
solcher, welcher durch thBMP-2 gebildet wurde. [57] Nachteil beim ex-vivo Transfer ist
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die erforderliche Isolation und Kultivierung der Zellen im Labor. Daher ist diese Methode
relativ mithsam, zeitaufwendig und teuer, aber eben auch sicherer und effektiver.

Ziel ist es also, das im Grunde sehr gut geeignete Verfahren des ex-vivo Gentransfers zu
vereinfachen und zu beschleunigen. Entwickelt wurde dieser beschleunigte ex-vivo Gen-
transfer von Betz et al.. Hierbei sind keine Isolation und Langzeitkultivierung von Néten.
Die Markergenexpression blieb in den ersten Testungen fiir einige Wochen bestehen. Ge-
webetransplantate mit AABMP-2 in Rattenfemora zeigten eine komplette Durchbauung
mit Bildung von Neo-Kortex nach acht Wochen. [§]

Als Zellreservoir, in welches man das Fremdgen einbringen kann, eignet sich fiir die Kno-
chenregeneration sehr gut Fettgewebe. Dieses enthélt eine grofle Zahl an Stammzellen,
welche zu Knochenzellen differenzieren konnen. Es bietet auflerdem die Vorteile der mini-
malen Morbiditidt an der Entnahmestelle und der einfachen Gewinnung. [20, 34, 55, 92]
Das Potenzial fiir einen beschleunigten Gentransfer in der Klinik ist grof3, da so, wie oben
bereits beschrieben, die OP-Zeiten, Liegezeiten und folglich die Kosten deutlich reduziert

werden konnten.
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1.5 Fragestellung und Aufgaben

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung einer schnellen und effizienten Methode
zur Therapie grofler segmentaler Knochendefekte mit genaktiviertem Fettgewebe. Die
Modifikation der Gewebefragmente wird dabei mit cDNA des Wachstumsfaktors BMP-6
durchgefiihrt, welche mittels eines adenoviralen Vektors in die Zielzellen eingebracht wird.
Die Untersuchung wird in einem etablierten Knochendefektmodell (Fischer 344 Ratten)
vorgenommen, wobei die mechanische Stabilitit als Hauptzielgrofie, bei der Beurteilung
des Erfolgs angesehen wird. Nebengrofle ist die Menge des gebildeten Knochens, welche
im Rahmen der MicroCT- bzw. der histomorphometrischen Untersuchung ermittelt wird.
Anhand dieser Beurteilungskriterien fiir die Qualitdt des neugebildeten Knochens ergeben

sich folgende Fragestellungen:

1. Ist es moglich einen kritischen Knochendefekt mit Hilfe von Ad.BMP-6 aktiviertem

Fettgewebe zu tiberbriicken?

2. Ist der durch Ad.BMP-6 aktiviertes Fettgewebe entstandene Knochen hinsichtlich
seiner biomechanischen, CT-morphologischen und histologischen Eigenschaften mit

gesundem Knochen vergleichbar?

3. In welcher Zeitspanne erfolgt die Durchbauung eines kritischen Knochendefekts
durch die Therapie mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die in der vorgestellten Studie verwendeten Materialien, Gerate und Instrumente stam-
men aus dem Labor fiir Biomechanik und experimentelle Orthopéadie der LMU und sind
dort bereits etabliert. Der Umgang erfolgt nach den aktuellen Sicherheitsvorschriften. Ei-
ne ausfithrliche Liste aller verwendeter Verbrauchsmaterialien, Geréte, Instrumente und

Computerprogramme befindet sich im Anhang.
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2.2 Methoden
2.2.1 Vektor

Der in dieser Studie verwendete Vektor ist ein Adenovirusvektor der Firma Sirion (AdSir).
Die Transkriptionseinheit liegt hierbei in der E1 Region. AdSir ist ein humanes Adenovi-
rus des Serotyp 5, es enthalt die adenoviralen Sequenzen nt 1-448 und 3511-35935. Die E3
Region ist komplett deletiert (nt 28598-30470 beziiglich Ad5 wt). Eine detailierte Vektor-
karte stellt Abb. 4 dar.

PLTL Pac

;TR CMV CDS pA pIX Ad5 Genom |

TSN SN 4

Ad-CMV-CDS

Abbildung 4: Vektorkarte [87]

Zur Klonierung von pAd-CMV-CDS wird zunéchst eine Transkriptionskassette aus
dem CMV-Promotor, dem kodierenden Bereich von CDS und dem Polyadenylierungssi-
gnal (pA Sv40) in ein Shuttleplasmid kloniert. Danach wird dieses mit einem BAC-Vektor,
welcher ein E1/E3-deletiertes AV5 Genom enthélt, rekombiniert. So entsteht der Expres-
sionsvektor pAd-CMV-CDS. Im Anschluss hieran erfolgt durch Restriktion des BAC-Gens
mit Hilfe von Pacl, die Freisetzung des viralen Genoms. Durch Transduktion von HEK

293-Zellen werden anschliefiend intakte adenovirale Partikel gewonnen. [87]

Amplifikation Zur Vermehrung des adenoviralen Vektors, der das Gen fiir BMP-6 ent-
halt, werden HEK 293-Zellen mit dem Virus transduziert. So produzieren diese Zellen den
Vektor, welcher nach Lyse des Wirts freigesetzt wird und in aufgereinigter Form fiir den
weiteren Verlauf der Arbeit verwendet werden kann.

Hierzu werden die bereits erwahnten HEK 293-Zellen zunéchst in Zellkulturflaschen mit
Amplifikationsmedium (Zusammensetzung siehe Anhang) ausgesit und vermehrt. Die In-
kubation erfolgt fiir vier Tage bei 37°C und 5% CO,, wobei nach einem Tag ein Me-
dienwechsel erfolgt. Im Anschluss werden die Zellen geerntet, worauthin aus ihnen eine

Zellsuspension hergestellt wird.
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Zehn Petrischalen werden mit 20ml Amplifikationsmedium und jeweils 2ml Zellsuspension
bestiickt. Darauthin werden die Schalen bei 37°C und 5% CO, fiir vier Tage inkubiert.
Nach diesem Zeitraum betragt die Konflueszenz ca. 60%, was mit Hilfe eines Mikroskops
abgeschéizt wird. Nun konnen die Zellen mit dem Adenovirus infiziert werden. Hierzu wer-
den 20pl virushaltige Losung mit 20ml Transduktionsmedium (Zusammensetzung siehe
Anhang) fur jede Platte gemischt. Das alte Medium von den Petrischalen wird verworfen
und das Medium-Virus-Gemisch auf jede Platte gegeben. Anschliefend erfolgt die erneute
Inkubation bei 37°C und 5% CO, fir drei Tage.

Im Anschluss werden die Zellen geerntet und lysiert, sodass der produzierte Vektor frei-

gesetzt wird. Die Aufreinigung erfolgt bei Sirion Biotech Miinchen.
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2.2.2 Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA)

Der Name Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) bezeichnet ein antikérperba-
siertes Nachweisverfahren, bei dem eine Enzym-vermittelte Farbreaktion photometrisch
gemessen wird. In dieser Arbeit wurde dieser Test verwendet, um die Menge des von den

genaktivierten Fettzellen produzierten BMP-6 zu bestimmen.

Gewinnung der Proben Zur Gewinnung des Probenmaterials wird ein Tier euthanasiert
und ihm im Verlauf unter sterilen Bedingungen Fettgewebe entnommen. Dieses wird dann
auf die Wells einer 24-Well-Platte verteilt und mit dem Vektor transduziert (sieche auch
Kapitel 2.2.5). Zum Schluss wird auf jedes Well 800ul Standardmedium (Zusammenset-
zung siehe Anhang) gegeben, welches im weiteren Verlauf fiir zwolf Wochen alle drei Tage
gewechselt wird. Die Uberstéinde von jedem Medienwechsel werden bei -20°C eingefroren

und dienen im Verlauf als Testmaterial fiur den ELISA.

Abbildung 5: Finf Wells mit transduzierten Fettgewebsstiickchen

Ablauf Fiir den ELISA wurde das RayBio® ELISA-Kit Human BMP-6 von RayBiotech,
Inc. verwendet (Versuchsprotokoll siehe Anhang). Zu dessen Inhalt gehort unter anderem
eine 96-Well-Platte, auf deren Oberfliche ein Antikoérper gegen das gewtlinschte Protein
fixiert ist. Kommt dieser Antikérper mit BMP-6 in Kontakt, so bindet er das Protein und
fixiert es auf der Platte.

Um die Menge an BMP-6 zu bestimmen, werden auf jedes Well 100ul der Probe aufgetra-
gen. Nach 2,5 Stunden Inkubationszeit werden die Uberstande entfernt und auf jedes Well
100p] Anti-BMP-6-Antikérper aufgetragen. Dieser ist zusatzlich an einen Farbstoff gekop-

pelt, welcher durch eine enzymatische Reaktion sichtbar gemacht werden kann. Neben den
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Proben wird auflerdem die Verdiinnungsreihe eines Standards getest, so kann man durch
eine photometrische Messung dann die Menge des Proteins bestimmen. Die Wellenlange
des Lichts bei der Photometrie betréigt fiir diesen Versuch 450nm.
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2.2.3 Defektmodell und Gruppenaufteilung

Genehmigt wurde dieses Versuchsvorhaben durch die Regierung von Oberbayern im Sinne
von § 8 des Tierschutzgesetzes (TierSchG). Die Eingriffe wurden am Institut fiir Chirur-
gische Forschung im Walter-Brendel-Zentrum auf héchstem Behandlungsstandard geméafl
des Tierschutzgesetzes (TierSchG) ordnungsgeméifl durchgefiihrt.

Die in dieser Studie verwendeten Tiere wurden im Stall des Instituts fiir Chirurgische For-
schung in Kéfigen von je zwei Tieren gehalten. Sie bekamen Futter und Wasser ad libidum
und konnten sich jederzeit im Kafig frei bewegen. Der Stall wurde dem Standard entpre-
chend klimatisiert (20 4+ 2°C Raumtemperatur, 45 - 60% relative Luftfeuchte, 12 h Hell-
dunkel-Rhythmus). Im Kéfig befand sich eine Standardstreu fir Ratten, wobei zweimal
pro Woche der Kéfig gereinigt wurde. Zutritt zur Anlage hatte nur autorisiertes Personal,
welches zum Betreten der Haltungs- und Operationsraume hohe Hygienevorgaben (u.a.
Anlegen von spezieller Schutzkleidung) einhalten musste. Die artgerechte Pflege wurde
von ausgebildeten Tierpflegern/Tierpflegerinnen (§ 11, Abs. 1, Satz 2, Nr. 2, TierSchG) in
den speziell fur Tierhaltung zugelassenen Raumen (§ 11, Abs. 1, Satz 2, Nr. 3, TierSchG)

vorgenominern.

Defektmodell Als Modell werden in dieser Arbeit Fischer 344 Ratten der Firma Charles
River, Sulzfeld, verwendet. Da diese Tiere durch spezielle Kreuzung anndhernd genetisch
identisch sind, kann zu Beginn einer Operationsserie ein Tier euthanasiert und als Gewe-
bespender fiir die Tiere der nachfolgenden Versuchsreihe verwendet werden. Die Ratten
sind zum Zeitpunkt der OP zwo6lf Wochen alt und somit skeletal reif. Ihr Gewicht betragt
ca. 275g.

In das rechte Femur wird ein 5mm grofler Defekt mit einer Kugelfrése eingebracht, der im

Anschluss je nach Gruppenzugehérigkeit behandelt wird.

Gruppenaufteilung Das statistische Gutachten zum Tierschutzantrag wurde vom In-
stitut fiir medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie der
medizinischen Fakultdt der LMU durchgefiihrt.

Es werden zwei Beobachtungszeitpunkte gewahlt, nach sechs und nach zwolf Wochen,
wobei es jeweils drei Gruppen gibt. Zum einen unbehandelte Defekte, bei denen ein Kno-
chendefekt gesetzt wird, welcher unbehandelt bleibt. So soll gezeigt werden, dass es sich in
dem hier verwendeten Modell um einen kritischen Defekt handelt, welcher ohne Therapie
nicht verheilt. Diese Gruppe wurde ausschlieSlich zwolf Wochen beobachtet, da davon
auszugehen ist, dass wenn nach zwolf Wochen kein Knochenwachstum festzustellen ist,

dies nach sechs Wochen auch nicht festzustellen wéire. Des weiteren gibt es eine Gruppe,
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bei der der Defekt mit nicht modifiziertem Fettgewebe eines Spendertieres gefiillt wird.
Die dritte Gruppe erhélt eine Behandlung mit dem Ad.BMP-6 aktivierten Fettgewebe.

Insgesamt werden somit 53 Tiere operiert und entsprechend ihrer Gruppenzugehorig-

keit versorgt. Pro Versuchsgruppe wird dariiber hinaus jeweils ein Spendertier bendtigt,

wodurch eine Gesamtzahl von 63 Ratten zustande kommt. Eine Ubersicht iiber die Grup-

penaufteilung zeigen Tabelle 2 und 3 jeweils fiir das MicroCT und die Biomechanik bzw.

fiir die histologische Auswertung.

6 WOCHEN 8x nicht modifiziertes | 7x Ad.BMP-6 aktiviertes
Fettgewebe Fettgewebe

12 WOCHEN | 8k unbehandelte | 8x nicht modifiziertes | 7x Ad.BMP-6 aktiviertes
Defekte Fettgewebe Fettgewebe

Tabelle 2: Versuchsgruppen MicroCT und Biomechanik

6 WOCHEN 3x nicht modifiziertes | 3x Ad.BMP-6 aktiviertes
Fettgewebe Fettgewebe

12 WOCHEN | 3x unbehandelte | 3x nicht modifiziertes | 3x Ad.BMP-6 aktiviertes
Defekte Fettgewebe Fettgewebe

Tabelle 3: Versuchsgruppen Histologie
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2.2.4 Fixateur

Als Fixateur wird ein eigentlich externes System gewahlt, das in diesem Versuch aber
intern verwendet wird. Es besteht aus vier Pins (Kirschner Drahten) mit einem Durch-
messer von 1,1mm und zwei Platten aus Polyethylen. Eine der beiden Platten, die fiir eine
Ratte bendtigt werden, wird an den kurzen Kanten abgeschliffen, sodass diese abgerundet
sind, um das Risiko fiir Hautirritationen zu mindern. Diese Platte ist im Verlauf die obere.
Die Platten sind 2,5cm lang, 0,65cm breit und 0,3cm hoch. Jede Platte hat vier Locher
im Langs- und Querschnitt. In die Locher im Querschnitt werden Schrauben eingedreht,
die im Verlauf die Pins in den senkrechten Lochern fixieren. In Abb. 6 ist eine 3D-Grafik

der Fixateurplatte mit bereits eingedrehten Schrauben dargestellt.

Abbildung 6: 3D-Bild einer Fixateurplatte mit Schrauben
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2.2.5 Gewebeentnahme und Transduktion

Zu Beginn jeder OP-Reihe wird subkutanes Fettgewebe in der Hiiftregion eines Spender-
tieres entnommen.

Dazu wird dieses Tier zunéchst mit Isofluran betdubt und dann mit einer Uberdosis
Pentobarbital euthanasiert. Im Anschluss wird der Spender rasiert, um daraufhin das
Entnahmegebiet steril abzuwaschen. Im weiteren Verlauf werden unter einer Sterilbank die
Gewebeentnahme sowie die Zerkleinerung des Fettgewebes vorgenommen. Nun werden die
Gewebestiicke gleichméafig auf die Wells einer 24-Well-Platte mit Transduktionsmedium
(Zusammensetzung sieche Anhang) verteilt und jeweils mit 40ul Vektorlésung behandelt.
Hierfiir wird der Vektor zunéchst im Verhaltnis 1:3 mit PBS-Puffer (pH 7.,4) verdiinnt.
Nach einer Inkubationszeit von 30min im Brutschrank (bei 37°C, 5%CO,) wird die Trans-
duktion durch Zugabe von FCS-haltigem Standardmedium (Zusammensetzung siehe
Anhang) gestoppt. Die hierin enthaltenen Proteine binden an den Vektor und inaktivieren
ihn. Somit kann dieser nicht mehr in die Fettzellen aufgenommen werden. Die vorbe-
reiteten Proben konnen dann, nach weiteren 24 Stunden im Brutschrank, innerhalb der
nachsten drei Tage in die Empfénger implantiert werden. Wobei sie zuvor noch griindlich
gewaschen werden. In Abb. 7 ist die Menge Fettgewebe dargestellt, welche im Verlauf in

ein Empfangertier implantiert wird.

Abbildung 7: implantationsbereites Fettgewebe
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2.2.6 Operation

Alle operativen Eingriffe verlaufen unter sterilen Bedingungen. Es werden sterile Einweg-
artikel verwendet, Mehrwegmaterialien werden im Autoklaven bei 134°C und einem Druck
von 2bar sterilisiert.

Die Ratten werden initial mit 3Vol.% Isofluran und 2ml Sauerstoff pro Minute betaubt.
Als Erhaltungsdosis der Gasnarkose wird ein Gemisch aus 2Vol.% Isofluran und 2ml Sau-
erstoff pro Minute verwendet. Nach der griindlichen Rasur des rechten Hinterlaufs wird
das OP-Gebiet dreimal abwechselnd mit Todoform und 70% Ethanol desinfiziert. Jedes
Tier bekommt dann in den linken Hinterlauf subkutan (s.c.) 0,0lmg/kg Korpergewicht
(KG) Cefuroxim als Infektionsprophylaxe und 0,025mg/kg KG Buprenorphin zur Analge-
sie injiziert.

Der Hautschnitt reicht iiber das gesamte Femur. Nach der sorgfiltigen Préaparation des
Oberschenkelknochens wird am proximalen Ende der Kondylen das erste Loch gebohrt und
ein Kirschner Draht eingebracht. Er wird 5mm in den Knochen gedreht und anschlieend
auf ca. 20mm gekiirzt. Als Schablone fiir die weiteren Bohrlécher dient nun die ungeschlif-
fene Platte des Fixateursystems, welche auf den ersten Pin gesezt wird.

Nachdem alle Pins eingebracht sind, wird auf sie zunachst die ungeschliffene und danach
die geschliffene Platte gesetzt. Beide werden ca. 10mm tiiber dem Muskel fixiert, um im
Verlauf das Femur zu stabilisieren und in der anatomisch korrekten Lage zu fixieren. Der
Defekt wird mit einer Kugelfrafie (Durchmesser 0,5mm) eingebracht und anschliefend mit
0,9%iger Kochsalzlosung gespiilt. Im Anschluss wird das Femur je nach Gruppenzugehorig-
keit behandelt. Hierzu werden die mit Ad.BMP-6 aktivierten Fettgewebsstiickchen dreimal
mit 40ml PBS-Puffer gewaschen, um sicherzustellen, dass kein Vektor mehr am Gewebe
haftet. Danach wird der Muskel mit einem resorbierbaren Faden (4-0 Vicryl) verschlossen.
Im Anschluss daran werden die Platten bis auf ca. Imm iiber den Muskel abgesenkt, so soll
einem Kompartmentsyndrom vorgebeugt werden. Nach Fixation der unteren Platte wird
die geschliffene wieder abgenommen und die Pins soweit gekiirzt, dass sie wenn die obere
Platte wieder aufgesetzt ist, nicht tiberstehen. Nachdem auch die obere Platte fixiert ist,
wird die Wunde mit Hautklammern verschlossen. Eine fotografische Ubersicht iiber den
Ablauf der Operation zeigen Abb. 8 bis 11. Im Anschluss an die Operation bekommen die
Ratten weitere 0,025mg/kg KG Buprenorphin s.c. injiziert. Diese Therapie wird innerhalb
der ersten 48 Stunden alle 12 Stunden wiederholt.
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1.) Betdubte Ratte mit sterilisiertem Operationsgebiet

2.) Steril abgedecktes OP-Gebiet

Abbildung 8: Ablauf der Operation Schritt 1 und 2
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3.) Freipraparietes rechtes Femur

4.) OP-Gebiet nach Anbringen des Fixateurs

Abbildung 9: Ablauf der Operation Schritt 3 und 4
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5.) Kritischer Knochendefekt

6.) Verschlossene Muskeltasche

Abbildung 10: Ablauf der Operation Schritt 5 und 6
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7.) Endposition des Fixateurs

8.) Nach Verschluss der Wunde

Abbildung 11: Ablauf der Operation Schritt 7 und 8

Dissertation Evi Fleischhacker 33



2 Material und Methoden

2.2.7 Entnahme der Femora

Zur Entnahme der Femora werden die Ratten zunéchst mit Isofluran betdubt und im An-
schluss mit einer Uberdosis Pentobarbital euthanasiert.

Anschlieflend werden beide Femora in Hiifte und Knie exartikuliert und an den Epiphysen
sowie den Metaphysen vom umgebenden Weichteilgewebe befreit. Am rechten Oberschen-
kelknochen bleibt zwischen den beiden inneren Pins das Muskelgewebe stehen und dient
so als Schutz fiir die Defektzone.

Je nach Auswertung werden die Femora dann entweder bei -20°C eingefroren (MicroCT

und Biomechanik) oder in Paraformaldehyd (Histologie) fixiert.
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2.2.8 MicroCT

Das MicroCT wurde in dieser Arbeit als Verfahren fiir die Auswertung gewéhlt, weil es
die quantitative Volumenbestimmung innerhalb der Defektzone erlaubt. Das in diesem
Versuch verwendete Programm heifit VivaCT, man steuert hiermit einerseits das CT-

Gerédt und kann andererseits damit die Messungen auswerten.

Probenvorbereitung Um einen Scan mit Hilfe des MicroCT durchzufiithren, miissen
die entnommenen Oberschenkelknochen aufbereitet werden. Hierbei werden zunéchst
die Platten des Fixateurs von den Femora entfernt, da das gesamte Konstrukt fiir die
Halterung zu dick ist. AuBlerdem ist es notig die Pins auf etwa 3mm tiber dem Muskel
zu kiirzen. Dann koénnen die Proben in Schaumstoff eingebettet in die Haltevorrichtung

eingebracht werden. Wahrend einer Messung werden die Proben in 0,9% NaCl gelagert.

Messung Die Erstellung der Scans erfolgt im pCT80 von Scanco Medical, bei 70keV
und 114pA. Zunichst wird von jedem Knochen ein Rontgenbild erstellt, welches fiir die
rontgenologische Auswertung gespeichert wird. Danach werden von jedem Knochen ca.
420 Schnitte angefertigt, wobei jeder eine Dicke von 36pum aufweist. Daraus werden dann

mit Hilfe der oben genannten Sofware die Bilder rekonstruiert.

Auswertung Zunéichst wird im Rahmen der Auswertung die Region of Interest (ROI)
markiert und anschlieBend dort das Knochenvolumen berechnet, woraus im Verlauf das
3D-Bild rekonstruiert wird. Dieses kann dann im 3D-Viewer von allen Seiten betrachtet
werden. Im Anschluss wird das Bild in der Sagittalebene geschnitten, wodurch die Struk-
tur im Innern des Knochens sichtbar wird.

Als néchstes soll das Knochenvolumen innerhalb der Defektzone der einzelnen Femora
miteinander verglichen werden. Dazu wird zunédchst die Mittellinie im Defekt bestimmt
und dann das Knochenvolumen 1,5mm ober- und unterhalb dieser gemessen. So erhélt
man das Knochenvolumen der mittleren 3mm eines Defekts. Dieser Wert macht eine ver-
gleichende Betrachtung hinsichtlich des Volumens des neu gebildeten Knochens zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen moglich.

Fir die statistische Auswertung des Knochenvolumens in den mittleren 3mm des De-
fekts wird mit Hilfe des Programms GraphPrism 5 ein Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Tests
durchgefiihrt, wobei p<0,05 als statistisch signifikant gilt.
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2.2.9 Biomechanik

Im Rahmen der biomechanischen Testung wird die Kraft gemessen, welche aufgebracht
werden muss, um an den Knochen einen Torsionsbruch herbeizufiihren. Mit dieser Me-
thode werden nur die Knochen ausgewertet, welche zuvor im MicroCT eine kndcherne
Uberbriickung des Defekts aufgewiesen haben. Es handelt sich hierbei um fiinf Femora,
welche mit genmanipuliertem Fettgewebe behandelt und zwolf Wochen beobachtet wur-

den. Verglichen werden diese Proben mit sechs gesunden Femora der Gegenseite.

Probenvorbereitung Zur Vorbereitung der Messung werden die Proben in Kunststoff
(Poly-Methyl-Methacrylat, PMMA) eingebettet. Dazu wird der Knochen zunéchst in eine
Form eingespannt, sodass die Femurkondylen und der Femurkopf optimal in der Mitte der
Offnungen fiir den Kunststoff stehen. Im Anschluss wird das Pulver Technovit 3440 mit
Technovit Universal Liquid im Verhéltnis 2:1 gemischt und in die vorgesehenen Offnungen
gefiillt. Nach 15min Trockenzeit kann die Form umgedreht und der Vorgang fiir das andere

Knochenende wiederholt werden.

Messung Die Messung des Drehmoments, welches aufgebracht werden muss, um dem
Knochen einen Torsionsbruch zuzufiigen, wird mit der Fast Track™ 8874 (Instron 1)
durchgefiihrt. Die Maschine besitzt hierzu eine groBe (grobe) und eine kleine (feine) Mess-
dose. Der Knochen wird mit Hilfe seiner eingebetteten Enden fest in die Maschine einge-
spannt. Unter einer axialen Vorlast von 4N wird anschliefend das proximale Knochenen-
de gegen das distale mit konstant 5rad/min verdreht. Abb. 12 veranschaulicht den Ver-

suchsaufbau.
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Abbildung 12: Versuchsaufbau biomechanische Messung

Auswertung Zur Auswertung wird das zur Fast Track™ 8874 (Instron 1) gehorende
Computerprogramm (Instron 1) verwendet. Hieran werden die von den Dosen gemessenen
Daten iibermittelt und aufgezeichnet. So kann der Messverlauf fiir jeden Knochen einzeln
gespeichert werden. Die Daten aller Messpunkte werden in einer Excel-Tabelle gespeichert.
Hieraus wird der hochste Wert ermittelt und anschlieBend fiir die statistische Auswertung
verwendet.

Fir diese wird mit Hilfe der Software GraphPrism 5 ein Wilcoxon-Paardifferenztest durch-

gefithrt, wobei p<0,05 als statistisch signifikant angesehen wird.
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2.2.10 Histologie

BMP-6 induziert bei der Knochenbildung eine enchondrale Ossifikation, daher wird in die-
ser Arbeit zur Darstellung der Defektheilung die Safranin-O-Lichtgriin-Farbung verwen-
det, bei welcher sich Safranin-O an saure Glykosaminoglykane bindet, die in der Knorpel-
matrix vorkommen. Lichtgriin wird dabei als Gegenfarbung verwendet, da es die Proteo-
glykane ausspart [61]. So farbt sich Knorpel rot und Knochen griin an, wodurch Knorpel

im Defekt gut zu erkennen ist.

Vorbereitung der Proben Nachdem die Femora von den euthanasierten Tieren entnom-
men sind, werden sie zunéchst fiir drei Tage bei 8°C in Paraformaldehyd fixiert. Anschlie-
Bend wird die Probe mit klarem Wasser abgewaschen und in ein 50ml Falcontube mit
40ml EDTA-4 Natrium 20% Zitronenséure (pH 7,1) iberfithrt. Hier werden die Femora
fiir 34 Tage bei 8°C entkalkt. Nun kann der Knochen der Lange nach in zwei Halften
geschnitten werden, welche im Anschluss in Probenkassetten verwahrt werden. Um die
Femora am Automaten in Paraffin einzubetten, werden die Probenkassetten fiir einen Tag
unter flieBendem Wasser gewéssert. So wird sichergestellt, dass die Entkalkungsfliissigkeit
restlos entfernt ist.

Die Behandlung im Gewebeeinbettautomaten lauft dann in vier Schritten ab, wobei zu-
néachst die Fixation erfolgt, dann werden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70 %, 96 %, 100 % Ethanol) dehydriert. Im darauffolgenden Schritt fithrt der Automat das
Clearing mittels Rotihistol durch, um abschlieend die Paraffininfiltration vorzunehmen.
Zur Einbettung in Paraffin erhitzt das Gerat das Paraplast auf 60°C. Die anschlieSende
Aushértung der eingeschlossenen Proben erfolgt auf einer Platte, welche auf -10°C gekiihlt
wird.

Zum Schneiden werden die Proben zunachst iiber Nacht auf 4°C heruntergekiihlt. Mit Hilfe
des Rotations-Mikrotoms Leica RM 2255 kénnen dann am darauffolgenden Tag 8um dicke
Paraffinschnitte angefertigt werden. Nach Auffangen der Schnitte in einem warmen Was-
serbad (40°C Aqua dest.) entfalten sich die Proben, sodass sie ohne Luftblasen auf einen
Adhésions-Objekttriager aufgezogen werden. Nun werden die Schnitte im Trockenschrank
bei 60°C fiir 24 Stunden getrocknet.

Farbung mit Safranin-O-Lichtgriin Zur besseren Haftung der Schnitte werden die Ob-
jekttrager vor der Farbung drei Stunden im Brutschrank (37°C) inkubiert. Um die Schnitte
dann zu farben, miissen sie zunichst entparaffiniert (Entparaffinierungsprotokoll siehe An-
hang) und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert werden. Im Anschluss daran kann

die eigentliche Farbung mit Safranin-O/Lichtgriin durchgefithrt werden. Hierfiir wird zu-
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nachst eine Stammlosung aus 3g Safranin T und 200ml Aqua dest. hergestellt, welche fiir
die Féarbung von Rattenfemora im Verhaltnis 1:100 mit Aqua dest. verdiinnt wird. Dadurch
entsteht eine 0,015%ige Losung, mit welcher die Schnitte der Rattenfemora gefarbt wer-
den (Farbeprotokoll siehe Anhang). So lassen sich durch Safranin-O Proteoglykane, und
damit Knorpel, rot-orange fiarben. Das Lichtgriin lasst Knochen griin erscheinen. Zellkerne
werden bei dieser Farbung dunkelrot dargestellt. So wird klar unterschieden, ob im hier

untersuchten Defektspalt ausschlieflich Knochen vorhanden ist oder auch Knorpel.

Auswertung Die Histologie wird in der hier vorgestellten Studie rein deskriptiv ausge-
wertet. Sie soll die im MicroCT dargestellten Ergebnisse sichern und bestétigen.

Die Auswertung der Préparate erfolgt mit dem Lichtmikroskop Axioskop 40 der Firma
Zeiss bei einer 25fachen Vergroflerung. Dabei werden die Préaparate ausschnittweise foto-
grafiert und im Anschluss manuell mit Hilfe von Microsoft Power Point zu einem Préparat

zusammengesetzt und beurteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Rontgenbilder

Vor Aufnahme der MicroCT-Bilder wurde von jeder Probe ein Rontgenbild erstellt. Hierbei
zeigt sich, dass in der Versuchsgruppe, welche zwolf Wochen beobachtet wurde und in der
die Defekte mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelt wurden, in fiinf von sieben
Féllen eine knocherne Durchbauung des Defekts vorliegt (siche Abb. 17). In zwei Féllen
ist ein Knochenfragment im Spalt zu sehen (siehe Abb. 17 E.1 und E.7). Bei allen anderen
Gruppen, sowohl in der Versuchsgruppe, welche mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe
behandelt und sechs Wochen behandelt wurde, als auch in allen Kontrollgruppen ist keine
knécherne Uberbriickung im Réntgenbild zu erkennen (siehe Abb. 13, 14, 15, 16)

3.2 MicroCT - Bilder

Das MicroCT wird in dieser Arbeit verwendet, um eine detaillierte Darstellung der Kno-
chendefekte zu erhalten. Es ist so zum einen moglich den dufleren Aufbau des Knochens im
Bereich des Defekts darzustellen. Zum anderen kann man mit Hilfe verschiedener Schnit-
tebenen die Struktur im Inneren der Defektenden beurteilen, was Riickschliisse auf die
Stabilitat erlaubt. Des weiteren kann hiermit das Knochenvolumen 1,5mm ober- und un-

terhalb der durch den Defekt verlaufenden Mittellinie bestimmt werden.

3.2.1 Kontrollen

Unbehandelte Defekte Auf den Bildern der unbehandelten Defekte (siehe Abb. 18)
sieht man, dass es nach zwolf Wochen in keinem der acht Fille zu einer Uberbriickung
des Defekts gekommen ist. Die Defektenden sind abgerundet und im Sagitalschnitt (siehe
Abb. 19) ist zu sehen, dass die Réhren durch Kortikalis verschlossen wurden. In allen
Féllen zeigen sich einzelne kleine Knochenfragmente innerhalb des Defekts. Auf Bild A
scheint der Defekt deutlich schmaler als auf den anderen MicroCT-Bildern.
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Abbildung 13: Rontgenbilder der Femora aus der Gruppe der unbehandelten Defekte. Keiner
der Defekte ist knéchern tiberbriickt.
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Abbildung 14: Rontgenbilder der Femora aus der Gruppe der Tiere, welche mit nicht modifi-
ziertem Fettgewebe behandelt und sechs Wochen beobachtet wurden. Keiner der Defekte ist
knochern iiberbriickt.
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Abbildung 15: Rontgenbilder der Femora aus der Gruppe der Tiere, welche mit nicht modifi-
ziertem Fettgewebe behandelt und zwolf Wochen beobachtet wurden. Keiner der Defekte ist
knochern iiberbriickt.
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Abbildung 16: Rontgenbilder der Femora aus der Gruppe der Tiere, welche mit AABMP-6
aktiviertem Fettgewebe behandelt und sechs Wochen beobachtet wurden. Keiner der Defekte
ist knochern iiberbriickt.
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Abbildung 17: Rontgenbilder der Femora aus der Gruppe der Tiere, welche mit AdBMP-6
aktiviertem Fettgewebe behandelt und zwolf Wochen beobachtet wurden. Fiinf der sieben
femoralen Defekte wurden knochern durchbaut. Bei zwei Defekten (E.1 und E.7) findet sich
im Spalt ein Knochenfragment.
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Abbildung 18: MicroCT-Bilder der unbehandelten Defekte zwolf Wochen nach der Operation.
In keinem der Fille kam es zur Defektiiberbriickung.
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Abbildung 19: Sagitalschnitte der MicroCT-Bilder der unbehandelten Defekte zwolf Wochen
nach der Operation. Zur knéchernen Durchbauung des Defekts kam es in keinem der Falle.
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Nicht modifiziertes Fettgewebe

Sechs Wochen In dieser Gruppe fielen zwei Tiere am ersten postoperativen Tag aus, so-
dass nur noch sechs Femora in die Auswertung eingeschlossen werden konnten. Der Ausfall
dieser beiden Ratten ist am ehesten auf eine Unterkiithlung wéhrend der OP-Zeit zuriick-
zufithren. Bei der makroskopischen Obduktion konnte keine andere organische Ursache
gefunden werden. Auch schien der Blutverlust peri- und postoperativ nicht hoher als bei
anderen Tieren.

Ahnlich wie die Scans der unbehandelten Defekte sehen auch die der mit nicht modifizier-
tem Fettgewebe versorgten Knochen nach einem Beobachtungszeitraum von sechs Wochen
aus (vgl. Abb. 20). In keinem der sechs Fille ist eine Uberbriickung des Defekts mit Kno-
chen zu erkennen. Auflerdem sind die Defektenden abgerundet und scheinen verschlossen.
In der Defektmitte zeigen sich einzelne Knochensplitter mit einer Grofle von maximal
Imm.

Im Langsschnitt (Abb. 21) zeigt sich, dass diese Knochensplitter nicht hohl sind und auch
keine Spongiosa im Inneren enthalten, sie bestehen aus massivem Knochen. Des weiteren
sieht man in diesen Bildern, dass die abgerundeten Defektenden mit Kortikalis verschlos-

sen sind. Ansonsten weist der Rohrenknochen die fiir ihn typische Struktur auf.

Zwolf Wochen Die Femora der Gruppe, welche natives, nicht modifiziertes Fettgewebe
implantiert bekam und zwo6lf Wochen beobachtet wurde, préasentieren sich in den dreidi-
mensionalen Rekonstruktionen (Abb. 22) wie die gleich behandelte, aber nur sechs Wo-
chen beobachtete, Gruppe. Hier liegt ebenfalls in keinem der acht Fille eine kndcherne
Durchbauung vor. Auch hier erscheinen die Defektenden abgerundet und verschlossen.
Des weiteren sieht man, wie bereits im Abschnitt zuvor beschreiben, Knochenfragmente
im Defektspalt.

Die Sagitalschnitte (Abb. 23) weisen ebenso keine entscheidenden Unterschiede zu denen
der Gruppe mit gleicher Behandlung und kiirzerem Beobachtungszeitraum auf. Man sieht,

dass die Defektenden abgerundet und von einer Kortikalis verschlossen sind.
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Abbildung 20: MicroCT-Bilder der Fettkontrollen mit einem Beobachtungszeitraum von sechs
Wochen. Keine der CT-Rekonstruktionen zeigt eine Uberbriickung des Defekts mit Knochen.
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Abbildung 21: Sagitalschnitte der MicroCT-Bilder der Fettkontrollen mit einem Beobach-
tungszeitraum von sechs Wochen. Die Defektiiberbriickung blieb in allen Fallen aus.
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Abbildung 22: MicroCT-Bilder der Fettkontrollen mit einem Beobachtungszeitraum von zwolf
Wochen. In keinem der Fille kam es zu einer Uberbriickung des Defekts.
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Abbildung 23: Langsschnitte der MicroCT-Bilder der Fettkontrollen mit einem Beobachtungs-
zeitraum von zwolf Wochen. Kein Femur wurde knéchern tiberbriickt.

Dissertation Evi Fleischhacker 52



3 Ergebnisse

3.2.2 Ad.BMP-6-aktiviertes Fettgewebe

Sechs Wochen Auf den MicroCT-Bildern der Knochen, welche mit Ad.BMP-6-
aktiviertem Fettgewebe behandelt wurden, zeigt sich nach sechs Wochen in keinem der
sieben Fille eine knécherne Uberbriickung (siche Abb. 24). Die Bilder gleichen im Allge-
meinen denen der Kontrollen, wobei sich die Defektenden abgerundet darstellen und man
im Defektspalt kleine knocherne Fragmente sieht, deren Durchmesser im Durchschnitt we-
niger als 0,5mm betragt.

Im Langsschnitt (Abb. 25) zeigt sich wiederum, dass die abgerundeten Defektenden von
Knochen verschlossen sind. In den noch vorhandenen Rohren kommt der physiologische

Aufbau zur Darstellung.

Zwolf Wochen Nach zwolf Wochen prasentieren sich die entnommenen Femora deutlich
anders. Man kann bei fiinf von sieben Defekten eine knécherne Uberbriickung feststel-
len (siche B-F Abb. 26). Rein duflerlich fallt bei einem dieser sieben Préparate (Bild B)
ein deutlich sichtbarer Kallus, etwa auf Hohe der ehemaligen Defektmitte, auf. Bei den
restlichen durchbauten Proben erscheint der Knochen von auflen von einer kompakten
Kortikalis umgeben. Bei zwei Praparaten (Bild A und G) zeigt der Defekt keine kno-
cherne Durchbauung. Bei G befindet sich im Defektspalt ein ca. 4,0x2,5mm grofles ovales
Knochenstiick, bei A liegt in der Defektmitte ein ca. 1,0x0,6mm grofles, ovales Knochen-
fragment vor.

Diese Fragmente zeigen im Sagittalschnitt (vergleiche Abb. 27), dass sich unter der Hiille
aus Kortikalis ein Geflecht aus Knochenbélkchen befindet. Auch in den Préparaten, bei
denen der Defekt knochern tiberbriickt wurde, zeichnen sich neben einer noch sehr di-
cken Kortikalis Areale mit Spongiosa ab, unabhangig von der &ufleren Morphologie des

Praparats.
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Abbildung 24: MicroCT-Bilder der Préparate, welche mit Ad.BMP-6-aktiviertem Fettgewebe
behandelt und sechs Wochen beobachtet wurden. Auf keiner der Rekonstruktionen ist eine
knocherne Uberbriickung erkennbar.
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Abbildung 25: Sagitalschnitte der Praparate, welche mit Ad.BMP-6-aktiviertem Fettgewebe
behandelt und sechs Wochen beobachtet wurden. In keinem Fall zeigt sich eine knocherne
Durchbauung des Defekts.
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Abbildung 26: MicroCT-Bilder der Préparate, welche mit Ad.BMP-6-aktiviertem Fettgewebe
behandelt und zwo6lf Wochen beobachtet wurden. Funf der sieben Femora (B-F) sind kno-
chern durchbaut, wobei an einem Femur (B) eine deutliche Kallusbildung zu sehen ist. In
zwei Fillen (A und G) hat keine Uberbriickung stattgefunden. Hier zeigt sich bei A ein ca.
1,0x0,6 mm grofles, ovales Knochenfragment im Defektspalt, bei G ein etwa 4x2,5mm grofles,
ovales Knochenstiick.
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Abbildung 27: Sagitalschnitte der Praparate, welche mit Ad.BMP-6-aktiviertem Fettgewebe
behandelt und zwolf Wochen beobachtet wurden. Bei fiinf von sieben Rekonstruktionen (B-F)
zeigt sich eine knocherne Uberbriickung des Defekts. Drei Femora (D, E und F) weisen auflen
eine Kortikalis und im Markraum Spongiosa auf. Bei den anderen beiden Fillen (B und C)
ist der Knochen im Inneren der ehemaligen Defektzone sehr kompakt.
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3.3 MicroCT - Knochenvolumen im Defekt

Im Rahmen der Auswertung mittels MicroCT wurde das Knochenvolumen in einem Be-
reich von 3mm um die Defektmitte gemessen. Abbildung 28 zeigt den Vergleich dieser
Knochenvolumina zwischen den einzelnen Versuchsgruppen bzw. zwischen den beiden Be-
obachtungszeitpunkten innerhalb einer Versuchsgruppe. Es wird deutlich, dass sowohl bei
den unbehandelten Defekten (n=8) als auch bei den Kontrollen, welche mit nativem Fett-
gewebe behandelt wurden (n=14), im Durchschnitt in der Defektmitte fast kein Knochen
vorhanden ist. Allerdings ist vor allem in der Gruppe der unbehandelten Defekte die Streu-
ung sehr grofl und es gibt Praparate bei denen das Knochenvolumen in der Defektmitte
bis zu 20mm? betriagt. Das mittlere Knochenvolumen in der Gruppe der mit manipu-
liertem Fettgewebe behandelten Tiere, welche nach zwolf Wochen euthanasiert wurden
(Fett+AdBMP-6, 12 Wochen (n=7)), liegt mit ca. 27mm? dennoch deutlich hoher. Des
weiteren gibt es hier Femora, welche ein Volumen von bis zu 47mm? an Knochen aufwei-
sen. In dieser Versuchsgruppe zeigt sich aulerdem im Vergleich zu allen anderen Gruppen
ein signifikant héheres Knochenvolumen (p=0,0078) 1,5mm ober- und unterhalb der De-
fektmitte.
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Abbildung 28: Vergleich des Knochenvolumens in der Defektmitte zwischen den Kontrollgrup-
pen und den mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelten Versuchsgruppen jeweils
nach sechs und zwolf Wochen, welches mit Hilfe des MicroCTs bestimmt wurde. Die dar-
gestellten Werte zeigen die Mittelwerte +/- Standardabweichung. Gemessen wurden n=8
unbehandelte Defekte, n=14 Fettkontrollen (sechs nach sechs Wochen und acht nach zwolf
Wochen Beobachtungszeit) und n=14 Ad.BMP-6 aktivierte Fetttransplantate (sieben nach
sechs Wochen und sieben nach zwolf Wochen Beobachtungszeit). *statistisch signifikant ho-
heres Knochenvolumen in der Gruppe der Ad.BMP-6 aktivierten Fetttransplantate mit einem
Beobachtungszeitraum von zwolf Wochen (p=0,0078).

In Abbildung 29 werden die Fettkontrollen (n=6) mit der Versuchsgruppe verglichen,
welche mit genmanipuliertem Fettgewebe (n=7) behandelt wurde. Der Beobachtungszeit-
raum betrug in beiden Féllen sechs Wochen. Hierbei zeigt sich, dass die Kontrollgruppe

ein signifikant hoheres Knochenvolumen (p=0.0313) aufweist als die Versuchsgruppe.
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Abbildung 29: Vergleich des Knochenvolumens in der Defektmitte zwischen der Gruppe, wel-
che mit nicht modifiziertem Fettgewebe (n=6) behandelt wurde und der, die mit Ad.BMP-6
aktiviertem Fettgewebe (n=7) therapiert wurde. Der Beobachtungszeitraum betrug in bei-
den Gruppen sechs Wochen. Die dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte 4 /- Standardab-
weichung. *statistisch signifikant hoheres Knochenvolumen in der Gruppe der Fettkontrollen
(p=0.0313).
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Abbildung 30 zeigt, dass die Gruppe welche mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe thera-
piert und zwolf Wochen beobachtet wurde (n=7) ein signifikant hoheres Knochenvolumen
(p=0,0078) aufweist als die Praparate, welche mit unbehandeltem Fettgewebe versorgt
und ebenfalls zwolf Wochen beobachtet wurden (n=8).
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Abbildung 30: Vergleich des Knochenvolumens in der Defektmitte zwischen der Gruppe, wel-
che mit nichtmodifiziertem Fettgewebe (n=8) behandelt wurde und der, die mit Ad.BMP-6
aktiviertem Fettgewebe (n=7) therapiert wurde. Der Beobachtungszeitraum betrug in bei-
den Gruppen zwolf Wochen. Die dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte + /- Standard-
abweichung. *statistisch signifikant hoheres Knochenvolumen in der Gruppe der Ad.BMP-6
aktivierten Fetttransplantate (p=0,0078).
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Es wird auflerdem deutlich, dass die Gruppe der unbehandelten Defekte mit einem Be-
obachtungszeitraum von zwolf Wochen (n=8) ein signifikant héheres Knochenvolumen
(p=0,0078) im Vergleich zu der mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelten und
sechs Wochen beobachteten Versuchsgruppe (n=7) zeigt. Dieser Sachverhalt wird in Ab-
bildung 31 veranschaulicht.
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Abbildung 31: Vergleich des Knochenvolumens in der Defektmitte zwischen den unbehandel-
ten Defekten (n=8) und der Versuchsgruppe, die mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe (n=7)
therapiert wurde. Der Beobachtungszeitraum betrug bei den unbehandelten Defekten zwolf
Wochen und in der anderen Gruppe sechs Wochen. Die dargestellten Werte zeigen die Mit-
telwerte +/- Standardabweichung. *statistisch signifikant hoheres Knochenvolumen bei den
unbehandelten Defekten (p=0,0078).
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Die folgende Abbildung 32 verdeutlicht das signifikant hohere Knochenvolumen
(p=0,0078) in der Gruppe der mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelten
und zwolf Wochen beobachteten Tiere (n=7) im Vergleich zu den unbehandelten Defekten

(n=8), welche ebenfalls zwolf Wochen beobachtet wurden.

[=2]
T

'Y
T

n
o
1

Knochenvolumen [mm3]

(=]
|

unbehandelte Defekte, 12 Wo. Fett+Ad.BMP-6, 12 Wo.

Abbildung 32: Vergleich des Knochenvolumens in der Defektmitte zwischen den unbehandel-
ten Defekten (n=8) und der Versuchsgruppe (n=7), die mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettge-
webe therapiert wurde. Der Beobachtungszeitraum betrug in beiden Gruppen zwolf Wochen.
Die dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte + /- Standardabweichung. *statistisch signi-
fikant hoheres Knochenvolumen in der Gruppe der Ad.BMP-6 aktivierten Fetttransplantate
(p=0,0078).
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Beim Vergleich der beiden mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelten und sechs
(n=7) bzw. zwolf Wochen (n=7) beobachteten Versuchsgruppen zeigt sich, dass auch hier
das Knochenvolumen nach zwolf Wochen signifikant hoher ist (p=0,0078) als nach sechs
Wochen. Die grafische Darstellung hierzu zeigt Abbildung 33.
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Abbildung 33: Vergleich des Knochenvolumens in der Defektmitte zwischen den Versuchsgrup-
pen, die mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe therapiert wurde. Der Beobachtungszeitraum
betrug in der einen Gruppe sechs Wochen (n=7) und in der anderen Gruppe zwolf Wochen
(n=7). Die dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte +/- Standardabweichung. *statistisch
héheres Knochenvolumen in der Gruppe der Ad.BMP-6 aktivierten Fetttransplantate nach
zwolf Wochen (p = 0,0078).

Dissertation Evi Fleischhacker 64



3 Ergebnisse

3.4 Biomechanik

Mit Hilfe der biomechanischen Messung wurde in dieser Arbeit eine quantitative Grofe
genutzt, welche Aussagen iiber die Qualitdt des neu gebildeten Knochens zulésst. Hierzu
wurde das Torsionsmoment gemessen, welches aufgebracht werden muss, um an den
Knochen einen Torsionsbruch herbeizufiithren.

In dieses Auswerteverfahren wurden zum einen die fiinf Femora, die mit Ad.BMP-6 akti-
viertem Fettgewebe behandelt und zwolf Wochen beobachtet wurden und eine knocherne
Durchbauung des Defekts aufwiesen, eingeschlossen. Zum anderen wurde die Methode bei
sechs gesunden Femora angewendet, welche von der Gegenseite entnommen wurde.

In Abbildung 34 wird ersichtlich, dass die intakten Knochen im Durchschnitt bei einem
etwas hoheren Torsionsmoment (540Nmm bis 730Nmm) brechen, als die die mit Ad.BMP-
6 aktiviertem Fettgewebe therapiert wurden (100Nmm bis 670Nmm). Des weiteren weist
die Kontrollgruppe weniger Streuung auf.

Noch geringer sind die Unterschiede bei Betrachtung der Steifigkeit (siche Abb. 35). Hier
liegt der mittlere Wert bei den Knochen, welche mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewe-
be behandelt wurden, bei 36,4ANmm/deg +/- 0,886Nmm/deg, wohingegen die intakten
Knochen eine mittlere Steifigkeit von 41,67Nmm/deg +/- 4,773Nmm/deg aufweisen.
Veranschaulicht wird dieses Ergebnis in Abbildung 35.

Bei der statistischen Auswertung zeigt sich sowohl bei Betrachtung der maximalen Torsi-
on als auch bei der Steifigkeit kein signifikanter Unterschied (p=0,4373 bzw. p=0,2752)
zwischen der Versuchsgruppe und den intakten Femora. Dies unterstreicht die Tatsache,
dass der mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe gebildete Knochen, den intakten Femora
in Sachen maximale Torsion bzw. Steifigkeit in den Einzelwerten zwar nach zwolf Wochen

noch unterlegen ist, der Unterschied aber dennoch nicht sehr grof3 ist.
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Abbildung 34: Vergleich der maximalen Torsion der Femora, welche mit Ad.BMP-6 akti-
viertem Fettgewebe behandelt und zwolf Wochen beobachtet wurden (n=>5) mit den intak-
ten kontralateralen Knochen (n=6). Es ergibt sich kein statistisch signifikanter Unterschied
(p=0,4373).
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Abbildung 35: Vergleich der Steifigkeit der Femora, welche mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettge-
webe behandelt und zwolf Wochen beobachtet wurden (n=5) mit den intakten kontralateralen
Knochen (n=6). Es ergibt sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,2752).
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3.5 Histologie

Die histologischen Bilder, welche im Rahmen dieser Arbeit angefertigt wurden, sollen die
Ergebnisse des MicroCTs ergénzen und werden daher rein deskriptiv ausgewertet. Gefarbt
wurden die histologischen Schnitte mit Safranin-O-Lichtgriin. Die einzelnen Bilder wurden
bei einer 25fachen Originalvergrofferung angefertigt und schliefSlich zu einem Bild zusam-
mengesetzt.

Auf der folgenden Abbildung sind histologische Schnitte von Femora aus der Gruppe der
Leerdefekte zu sehen. Der Defektspalt ist nur auf einem der Bilder abgrenzbar, auf dem
zweiten Bild ist nur ein Knochenende zu sehen. Dieses erscheint jedoch abgerundet und
durch Kortikalis verschlossen. Abbildung 37 zeigt histologische Schnitte von drei Femora,
welche alle der Gruppe der mit nicht modifiziertem Fettgewebe behandelten Knochen an-
gehoren und sechs Wochen beobachtet wurden. Hier ist im Defekt (schwarz eingerahmt)
Fettgewebe zu sehen, allerdings finden sich weder Knorpel noch Knochen. Die Knochenen-
den erscheinen zum Defekt hin abgerundet und durch Knochen verschlossen. Auf keinem
der Bilder ist eine knécherne Uberbriickung des Defekts zu erkennen. In Abbildung 38 sind
Femora zu sehen, die ebenfalls zu der Gruppe gehoren, welche mit nicht modifiziertem Fett-
gewebe behandelt wurde, aber zwolf Wochen beobachtet wurden. Auch hier befindet sich
in keinem der Defekte (schwarz eingerahmt) Knorpel oder Knochen. Die Defekte sind alle
mit Fettgewebe ausgefiillt und in keinem der Falle knochern iiberbriickt. Abbildung 39
stellt drei Femora dar, die mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelt und sechs
Wochen beobachtet wurden. Hier ist kein Unterschied zu den vorangegangenen Abbildun-
gen zu sehen. Man kann das Fettgewebe im Defekt (schwarz eingerahmt) erkennen und
sieht, dass in keinem Fall ein Bridging stattgefunden hat. Ebenso ist kein Knorpelgewebe
im Defekt erkennbar. In der folgenden Ansicht (Abb. 40) werden drei Femora gezeigt, die,
wie die drei vorangegangenen, mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelt wurden.
Der Beobachtungszeitraum betrug in diesen Fallen allerdings zwolf Wochen. Bei allen drei
Schnitten ist eine knocherne Uberbriickung des Defekts (schwarz eingerahmt) zu erkennen,
welche beim zweiten (B) am ausgepragtesten zur Darstellung kommt. Der verbleibende
Spalt hat sich deutlich verkleinert und betrédgt nun nur noch wenige Micrometer. Das Ge-
webe dort besteht grofitenteils aus Bindegewebe, mit knorpeligen (roten) Anteilen, welche

besonders gut auf dem ersten Bild (A) zur Geltung kommen.
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Abbildung 36: Histologische Schnitte von zwei Femora aus der Gruppe der unbehandelten De-
fekte mit einem Beobachtungszeitraum von zwolf Wochen, gefarbt mit Safranin-O-Lichtgriin.
Kein Defekt wurde knéchern iiberbriickt. Im Spalt befinden sich Bindegewebe und Muskel.
Originalvergréflerung 25x. f=Fettgewebe, b=Bindegewebe, k=Knochen, m=Muskel
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Abbildung 37: Histologische Schnitte von drei Femora aus der Gruppe der mit nicht modifizier-
tem Fettgewebe behandelten Knochen mit einem Beobachtungszeitraum von sechs Wochen,
gefdrbt mit Safranin-O-Lichtgriin. Kein Defekt wurde kn6chern iiberbriickt. Im Spalt befin-
den sich Fett und Bindegewebe. Originalvergrofierung 25x. f=Fettgewebe, b=Bindegewebe,
k=Knochen, m=Muskel
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Abbildung 38: Histologische Schnitte von drei Femora aus der Gruppe der mit nicht modifizier-
tem Fettgewebe behandelten Knochen mit einem Beobachtungszeitraum von zwolf Wochen,
gefarbt mit Safranin-O-Lichtgriin. Kein Defekt wurde knochern tiberbriickt. Im Spalt befinden
sich Fett und Muskel. Originalvergréflerung 25x. f=Fettgewebe, k=Knochen, m=Muskel
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Abbildung 39: Histologische Schnitte von drei Femora, welche mit Ad.BMP-6 aktiviertem
Fettgewebe behandelt wurden, gefdrbt mit Safranin-O-Lichtgriin. Der Beobachtungszeitraum
betrug sechs Wochen. Kein Defekt wurde kndchern tiberbriickt. Im Spalt befinden sich
Bindegewebe, Fett und Muskel. Originalvergréfierung 25x. f=Fettgewebe, b=Bindegewebe,
k=Knochen, m=Muskel
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Abbildung 40: Histologische Schnitte von drei Femora, welche mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fett-
gewebe behandelt wurden, gefirbt mit Safranin-O-Lichtgriin. Der Beobachtungszeitraum be-
trug zwolf Wochen. In allen drei Fillen wurde der Defekt knéchern tiberbriickt. Im Spalt
befindet sich Bindegewebe gespickt mit Knorpel. Originalvergréfierung 25x. b=Bindegewebe,
k=Knochen, kn=Knorpel, m=Muskel
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3.6 ELISA

Mit Hilfe dieses Nachweisverfahrens konnte gezeigt werden, dass die Fettzellen, welche mit
dem Vektor AABMP-6 transduziert wurden, in vitro BMP-6 produzieren. Die Proteinbil-
dung beginnt bereits unmitelbar nach der Transduktion und steigt dann im Verlauf recht
schnell und stark an. Am vierten Tag nach der Transduktion betrégt die Konzentration
schon 1.101,9pg/ml und erreicht nach sieben Tagen mit 1.191,8pg/ml ihren Hohepunkt. Im
Anschluss daran nimmt die Bildung von BMP-6 in den Zellen wieder ab, bis sie schliefSlich

am 18. Tag nach der Transduktion ganz zum Erliegen kommt.
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Abbildung 41: BMP-6-Konzentration nach Transduktion von Fetttransplantaten in vitro, wel-
che 28 Tage kultiviert wurden. Die Messung erfolgte mittels ELISA aus Medium, welches alle
drei Tage gewechselt und archiviert wurde. Die BMP-6-Produktion der Fettzellen versiegte
zwischen Tag 13 und Tag 18 und erreichte ihren Hohepunkt um Tag 7.
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Angesichts des zunehmenden Alters unserer Bevolkerung steigt auch die jahrliche Zahl an
Knochendefekten. Im Jahre 2004 betrug allein die Inzidenz fiir Frakturen der Hiifte 140,9
pro 100.000 Einwohner in Deutschland. [46] Ein wesentlicher Risikofaktor, gerade im Alter
einen Knochenbruch zu erleiden, ist die Osteoporose. Die Privalenz bei iiber 50-Jahrigen
an Osteoporose erkrankt zu sein betragt dabei 14%. [38] Angesichts dieser Zahlen ist es
enorm wichtig, eine optimale Versorgung von Patienten mit Knochendefekten zu gewahr-
leisten.

Des weiteren sind Diabetes mellitus und Durchblutungsstérungen nur zwei der zahlreichen
Risikofaktoren, dass ein Knochenbruch gar nicht oder nur verzégert heilt. Auch diese Zah-
len wuchsen angesichts der steigenden Pravalenz solcher ,Volkskrankheiten® in den letzten
Jahren. [51, 76]

All diese Probleme stellen eine immense Belastung fiir unser Gesundheitswesen dar und
schranken die Patienten in ihrer Lebensqualitéit stark ein. Darum ist es enorm wichtig die
Knochendefektheilung zu optimieren.

Die Knochenheilung stellt ein komplexes und storanfélliges System aus zellbiologischen,
biochemischen und biomechanischen Faktoren dar. Neben Osteoblasten sind auch Osteo-
klasten wichtige Zellen fiir die Wiederherstellung der Widerstandsfihigkeit des Skeletts.
Dartiber hinaus gibt es zahlreiche Wachstumsfaktoren, welche bei der Frakturheilung un-
abdingbar sind. Angefangen bei VEGF, welches die Angiogenese und damit die Blutver-
sorgug des Defekts sicherstellt, bis hin zu BMPs, die das Knochenwachstum anregen und
steuern. [89] Aus biomechanischer Sicht ist es wichtig, dass die Fraktur wéhrend der Hei-
lung ausreichend ruhig gestellt ist. Ansonsten kann die Kontinuitatsunterbrechung nicht
behoben werden. Ist dieses filigran abgestimmte Zusammenspiel aus zellbiologischen, bio-
chemischen und biomechanischen Faktoren in irgendeiner Art und Weise gestort, so treten
vermehrt Pseudarthrosen auf. [44]

Der derzeitige Standard bei der Behandlung von Nonunions stellt die Transplantation von
autologem Knochen dar. Durch die begrenzte Verfligbarkeit und die Komorbiditat an der
Entnahmestelle ist dies jedoch keine optimale Losung. [63, 65, 23] Andere chirurgische Ver-
fahren wie der Segmenttransport sind hingegen mit einem hohen Kosten- und Zeitaufwand
verbunden. [65] Weiterhin werden auch allogene Transplantate verwendet, die durch die
aufwendige Konservierung jedoch Qualitiat einbtilen und teuer sind. Des weiteren fallen
sie regional sehr unterschiedlich an. [[71] siehe Kapitel4.2 & 4.3 & 4.5] Angesichts dieser
Probleme wurden in den letzten Jahren im Tissue engineering immer wieder neue The-
rapieansétze generiert. So zum Beispiel rekombinante humane Wachsumsfaktoren, welche

mit Hilfe verschiedener Tragersubstanzen in den Defekt eingebracht werden und so das
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Knochenwachstum anregen sollen. [116] Da die Herstellung dieser Medikamente aber sehr
aufwendig und teuer ist und zudem sehr hohe Dosen benétigt werden, um eine Fraktur-
heilung zu induzieren, ist es notig diesen durchaus guten Ansatz weiterzuentwickeln.
Hierzu wurde in dieser Studie zunachst ein Vektor generiert, mit welchem die geneti-
sche Information fiir einen Wachstumsfaktor (BMP-6) in Fettzellen transferiert werden
kann. Danach wurde in das Femur von Fischer 344 Ratten ein Defekt gesetzt, welcher mit
genmanipuliertem Fettgewebe gefiillt wurde. Nach Beobachtung iiber zwei verschiedene
Zeitrdume erfolgte im Anschluss die Auswertung der Versuche mittels MicroCT, biome-
chanischem Torsionstest und Histologie.

Ziel dieser Forschungsarbeit ist es, neue Materialien bzw. Wege zum Ersatz von verloren

gegangenem Knochen zu testen und zu untersuchen.
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4.1 Transplantat

Gibt es sechs Monate nach einer Fraktur noch keine Anzeichen fiir eine Heilung, so
spricht man von einer Pseudarthrose. Der Standard in der Behandlung eines solchen
Krankheitsbildes stellt heute die autologe Knochentransplantation dar. Es wird dabei
Knochen, meist aus dem Beckenkamm, entnommen und in den Frakturspalt transplan-
tiert. Dieser hat dort sowohl osteoindutive als auch -konduktive Wirkung. Er iiberbriickt
zum einen den vorhandenen Spalt und bewirkt so, dass die von den vitalen Knochenenden
einwachsenden Osteoblasten eine Leitstruktur haben. Zum anderen setzt das Transplantat
Wachstumsfaktoren, wie Bone morphogenetic proteins frei, welche die Knochenzellen zur
Immigration in das Frakturgebiet motivieren. Auflerdem enthélt das Knochenmark plu-
ripotente Stammzellen, welche zu Knochenzellen differenzieren und so den Frakturspalt
fiillen. Ein Problem dieser Therapie stellt jedoch die hohe Komorbiditat durch den Eingriff
an der Entnahmestelle dar. Etwa ein Drittel der Patienten klagt iiber Schmerzen oder
Parésthesien. Des weiteren ist die Erfolgsrate dieses Behandlungansatzes nicht sehr hoch,
so bleibt die Pseudarthrose in einigen Féllen auch nach einem solchen Eingriff bestehen.
[2, 23, 63, 65, 108]

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verwendung von Allografts. Hierbei ist kein
zusatzlicher Eingriff notwendig, wodurch auch keine zusétzlichen Schmerzen auftreten.
Allerdings ist der Vorrat solcher Transplantate begrenzt, deren Aufbereitung aufwendig
und so das Implantat teuer. Auflerdem geht durch die Behandlung des Spenderknochens
dessen osteoinduktives Potenzial verloren, womit das Transplantat lediglich als Leit-
struktur dienen kann. Des weiteren besteht trotz aufwendiger Aufbereitung und diverser
Kontrollmechanismen die Gefahr der Ubertragung von Krankheiten. [[71] siche Kapitel 4.2
& 4.3 & 4.5]

Eine interessante und vielversprechende Therapiealternative stellen Wachstumsfaktoren
dar. Sie konnen gentechnisch hergestellt, auf verschiedene Trager gebracht oder direkt
implantiert werden. Jedoch ist deren Einsatz umstritten, da vor allem bei der direkten
Einbringung in den Defektspalt eine vielfach hohere Dosis als die natiirliche verwendet
werden muss, um eine ausreichende Wirkung zu erzielen. Dies treibt zum einen die Kosten
in die Hohe und steigert zum anderen das Risiko ektoper Knochenbildung. [96, 98, 115]
Fir die Kombination von Wachstumsfaktoren und Knochenmark gibt es verschiedene
Ansétze. Letzteres enthalt dabei eine grofle Anzahl an pluripotenten Stammzellen, welche
zu Knochenzellen differenzieren kénnen. [60] Das Problem bei diesem Konzept ist jedoch,
dass die Entnahme von Knochenmark aufwendig und mit deutlich erhohter Komorbiditét
verbunden ist. Eine Losung dieses Problems stellen adulte Stammzellen aus mesenchyma-

len Geweben dar. Sie sind in der Regel mit deutlich weniger Aufwand zu entnehmen und
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zeigen ein genauso gutes Differenzierungspotenzial. [68]

Um die Dosis an Wachstumsfaktor zu verringern, den Frakturenden eine Briicke zu
bieten und gleichzeitig Stammzellen in den Frakturspalt einzubringen, wurde in der hier
vorgestellten Studie Fettgewebe mit Hilfe eines Vektors genetisch so manipuliert, dass
es den Wachstumsfaktor BMP-6 bildet. Autologes Fettgewebe ist leicht zu gewinnen,
es kommt im menschlichen Korper in ausreichender Menge vor und kann schnell nach-
gebildet werden. Auflerdem geht die Entnahme mit geringen Morbiditat einher. In der
plastischen Chirurgie sowie in der Dermatologie sind autologe Fetttransplantationen schon
seit Jahren gangige Praxis und haben sich bewahrt. Ein weiterer Vorteil von Fettgewe-
be als Tragermaterial liegt im Vorhandensein von pluripotenten Stammzellen, welche
zu Osteoblasten und Osteoklasten differenzieren und so helfen den Substanzverlust im
Frakturspalt auszugleichen. [6, 20, 34, 42, 66, 92] Fettgewebe besitzt im Vergleich zu
Knochentransplantaten eine geringere Festigkeit. Durch die Fixierung bzw. Stabilisierung
mit Hilfe tiblicher Osteosynthesetechniken wird aber der Einsatz von Fetttransplantaten

auch in lasttragenden Bereichen ermoglicht.
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4.2 Wachstumsfaktor

Die Knochenheilung wird durch ein komplexes Zusammenspiel vieler verschiedener Wachs-
tumsfaktoren gesteuert. Hierzu gehoren solche, die das Einwachsen von Geféflen stimulie-
ren wie VEGF [17] oder FGF, das Fibroblasten anregt, aber auch BMPs. [12] Als mogliche
Therapieoption sind BMPs am weitesten verbreitet. Zu dieser Proteingruppe gehoren 20
Molekiile, welche der TGF-S-Familie untergeordnet sind. Zahlreiche dieser Eiweifle sind
an der Entstehung und Regeneration von Knorpel und Knochen beteiligt, wobei BMP-2,
-4, -5, -6, -7 und -9 das groite osteogene Potenzial aufweisen. So induzieren z.B. BMP-2
und BMP-7 die Ausschiittung diverser Transkriptionsfaktoren in mesenchymalen Stamm-
zellen, wodurch diese zu Osteoblasten differenzieren. [112] 2004 testeten Kang et al. 14
verschiedene BMPs hinsichtlich ihrer Osteoinduktivitit. Es wurde gezeigt, dass vor allem
BMP-2, -6 und -9 die Bildung von Knochen anregen, zu einem geringeren Teil auch BMP-4
und -7. Auf diese Proteine stiitzte sich dann die weitere Forschung. Zu dhnlichen Ergeb-
nissen kamen drei Jahre spater auch Luu et al.. [58] Aktuell gibt es BMP-2 und -7 als
Medikamente auf dem Markt, allerdings ist deren Herstellung aufwendig und somit teuer.
Des weiteren wird bei der Therapie eine hohe Dosis dieser Wachstumsfaktoren benotigt,
was die Anwendung unsicher macht.

Betz et. al. konnten im Tiermodell bereits zeigen, dass es moglich ist die genetische In-
formation von BMP-2, -7 und -9 in Fett- bzw. Muskelgewebe einzubringen, welches, im-
plantiert in einen kritischen Defekt, zur Heilung desselben fithrte. [5, 6] In verschiedenen
Studien lief sich aulerdem nachweisen, dass BMP-6 ebenfalls ein sehr grofies osteoinduk-
tive Potenzial hat. Luu und Gitelman zeigten durch Transduktion verschiedener Zelltypen
mit Vektoren, welche BMP-6 exprimierten, dass so die osteogene Differenzierung angeregt
werden kann. [37, 58]

Im Rahmen der durchgefithrten Experimente wurde eine Uberfithrung der genetischen In-
formation fiir BMP-6 mit Hilfe eines adenoviralen Vektors in Fettzellen erfolgreich durchge-
fithrt. Es wurde gezeigt, dass der von den Fettzellen produzierte Wachstumsfaktor (BMP-

6) nach zwolf Wochen einen kritischen Defekt im Rattenfemur heilen kann.
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4.3 Tiermodell

Insbesondere bei der Entwicklung regenerativer Implantate stellen Tiermodelle einen un-
verzichtbaren Bestandteil dar. In diesem Rahmen ist es wichtig der ethischen Verantwor-
tung gegeniiber den Tieren gerecht zu werden und solche Versuche mit der entsprechen-
den Sorgfalt zu planen und durchzufiihren. Zur Untersuchung von Knochendefekten sind
Tiermodelle unentbehrlich, sie bieten das nétige biologische Milieu mit Osteoblasten und
Osteoklasten sowie essenziellen Faktoren fiir das Remodelling einschliellich Angiogene-
se, Wachstumsfaktoren, mechanischen Stimuli und vielen anderen. Wichtig fiir die Suche
nach einem optimalen Modell sind vor allem die Parallelitdt mit klinischen Féllen beziig-
lich des Defekts, die Verwendung von Osteosynthesematerialien, wie sie auch in der Klinik
gebraucht werden, die Moglichkeit, dass die Tiere die Extremitit belasten konnen, die
Aussicht auf eine suffiziente Angiogenese, die Existenz der fiir die Regeneration benotig-
ten Zellen und die moglichst geringe Belastung fir das Tier. [45] Dartiber hinaus soll in
der Fragestellung dieser Arbeit der neugebildete Knochen quantifiziert und hinsichtlich
seiner biomechanischen Eigenschaften untersucht werden. Moglich wird dies nur in einer
klinisch realistischen Situation in einem intakten Organismus, da insbesondere physiologi-
sche Druck- und Zugbeanspruchungen in vitro schwer zu simulieren sind. In der Zellkultur
konnen lediglich intra- bzw. interzellulére Stoffwechselvorgénge untersucht werden, welche
einer sehr starken Normierung unterliegen. Dies stellt kein adaquates Modell fir die viel-
faltigen Situationen nach einem Trauma in der Klinik dar. [101]

In den meisten Arbeiten werden Ratten oder Kaninchen verwendet. Nagetiere bieten den
entscheidenden Vorteil, dass nicht nur ihre Haltungskosten duflerst gering sind, sondern
ihre Heilung auch innerhalb kiirzerer Zeit erfolgt, als die von Defekten in grofleren Sau-
getieren, wie zum Beispiel Schafen. Das Femur der Ratte ist mit 30 - 40mm Lénge grof3
genug um gut daran arbeiten zu kénnen und dennoch sind die Haltungskosten verhaltnis-
mafig gering. Bei Kaninchen ist der Aufwand beziiglich Haltung und Operation hingegen
deutlich grofer. Fiir initiale Untersuchungen sind Nagetiere akzeptabel, so lasst sich aus
verschiedenen Ansétzen der erfolgreichste selektionieren. Im Anschluss daran erfolgt dann
die Evaluation im Grofitiermodell.

In vielen Arbeiten kommen Sprague-Dawley-Ratten zum Einsatz, [11, 114] welche im Al-
ter von zwolf Wochen ein Korpergewicht von mehr als 400g erreichen [40] und hinsichtlich
ihrer charakterlichen Eigenschaften als sehr umganglich gelten. In dieser Studie wurden
jedoch Fischer 344 Ratten verwendet. Sie sind mit einem durchschnittlichen Gewicht von
275g, im Alter von zwolf Wochen, deutlich kleiner. [41] Diese Ratten gehen auf einen Ziich-
ter mit dem Namen Fischer zuriick und wurden erstmals 1920 an der Columbia University

als Inzuchtstamm etabliert. Fiir die biomedizinische Forschung sind diese Tiere deshalb
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interessant, weil sie durch Inzucht genetisch sehr einheitlich sind. Hierdurch ist es moglich
Transplantationen innerhalb dieses Stamms durchzufiithren, ohne Abstoflungsreaktionen
fiirchten zu miissen. [99]

So konnte in dieser Studie zu Beginn einer Versuchsreihe einem Spendertier Gewebe ent-
nommen werden und im Anschluss den Versuchstieren implantiert werden. Dieses Vor-
gehen ist mit deutlich weniger Aufwand verbunden. Dariiber hinaus ist es wesentlich
schonender fiir die Tiere, da sie sich nur einem Eingriff unterziechen miissen und nicht
zwei belastende Narkosen durchmachen miissen. Des weiteren wird der Versuchsaufbau
durch dieses Konzept weiter standartisiert und weniger fehleranfallig. Alle Tiere innerhalb
einer Versuchsgruppe erhielten dadurch das Fettgewebe eines Spendertieres, welches, je
nach Gruppenzugehorigkeit, zuvor mit dem Vektor (Ad.BMP-6) behandelt wurde. Trotz
der sorgféltigen Vorbereitung und Planung, fielen zwei von acht Tieren der ersten Ope-
rationsserie am ersten postoperativen Tag aus. Vermutlich waren diese Ausfille auf eine
perioperative Unterkiihlung zuriickzufithren. Durch den Einsatz von Warmematten konn-
te im Folgenden die Korpertemperatur wirend der Operation konstant gehalten werden,
was fiir die Tiere deutlich schonender war. In den folgenden Operationsserien konnte so

ein weiterer Ausfall vermieden werden.
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4.4 Defektmodell

Das Ziel dieser Arbeit ist die Beantwortung der Frage, ob es moglich ist, durch genma-
nipuliertes Fettgewebe einen kritischen Knochendefekt zur Ausheilung zu bringen. Ein
kritischer Knochendefekt ist definiert als das Fehlen von tiberbriickendem Knochen bzw.
als das Fehlen eines Kallus im Bereich der Knochenenden. Stattdessen ist der Defekt hau-
fig mit Bindegewebe, Fett oder Muskel gefiillt. Um eine solche Kontinuitédtsunterbrechung
herbeizufithren gibt es zwei Moglichkeiten. Entweder der Knochen wird traumatisch ge-
brochen oder osteotomiert. Fiir die Osteotomie werden verschiedene Methoden wie Ségen
oder Zahnarztbohrer verwendet. [45] Je nach Spezies und Stamm bzw. Alter und Gewicht
der Tiere variiert die Grofle eines kritischen Defekts. Am Femur der Ratte betrigt die
Lange mindestens 4mm. Um sicher zu gehen, dass es sich tatséchlich um einen Defekt
kritischer Grofle handelt, werden in der Regel 5mm angestrebt, was sowohl in dieser, als
auch in zahlreichen anderen Arbeiten nachgewiesen wurde. [13, 31, 45, 103] Auch nach
zwOlf Wochen ist in der hier vorgestellten Arbeit ein 5mm grofler Defekt nicht kndchern
iiberbriickt. Die Defektenden scheinen im MicroCT abgerundet und verschlossen.

Neben der Lénge des Defekts ist insbesondere das sorgfiltige Entfernen des Periosts wich-
tig, sodass keine Periostbriicke zwischen den Knochenenden verbleibt. Street et al. konnten
zeigen, dass die Knochenhaut eine erhebliche Rolle in der Frakturheilung spielt, wodurch
bei nicht sorgfaltiger Entfernung die Ergebnisse verfalscht wiirden. [91]

Die hier verwendete Defektldnge von 5mm entspricht etwa 15% der gesamten Knochen-
lange, ein vergleichbarer Defekt im Oberschenkelknochen eines Menschen mit einer Léange
von 450mm wiirde ca. 70mm ergeben. Betrigt die Grofle des Defekts weniger als 4mm,
kann nicht unterschieden werden, ob der Knochen durch die natiirliche Heilung oder die
angewendete Therapie geheilt wurde. Durch dieses standartisierte Verfahren ist eine gute
Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewahrleistet, wenngleich das Modell nicht sehr nah an
der Realitat angesiedelt ist, wo Frakturen morphologisch sehr unterschiedlich sind.
Ausschlaggebend fiir die problemlose Testung der angewendeten Methode ist aulerdem
eine gute Stabilisation der Defektzone. Hierfiir werden verschiedenste Osteosynthesesys-
teme in der Literatur beschrieben. [26] Das in dieser Studie verwendete interne Fixateur-
system aus vier Kirschnerdriahten und zwei Platten ist in dieser Arbeitsgruppe etabliert
und hat sich als sehr gut erwiesen. [5, 6] Die Ratten tolerierten die entstandene Beule
am rechten Hinterlauf gut und es kam bei den Versuchen fiir diese Arbeit in nur zwei
Fallen zu Wundheilungsstorungen. In keinem der Falle versagte das Implantat in Form
eines Implantatbruchs, sodass eine optimale Stabilisierung der Defektzone gewéhrleistet
werden konnte. Im Vergleich zu anderen Systemen beeinflusst dieses die Defektheilung

kaum. Marknagel zum Beispiel bedingen aufgrund ihrer intraossaren Lage Probleme bei
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der biomechanischen Testung und lassen bei der CT-morpholoischen Beurteilung der R6h-
renknochen keine genauen Ergebnisse zu. Ebenso wachsen Osteosyntheseplatten bei der
Defektheilung haufig in den Knochen ein, wodurch wiederum keine verlasslichen Ergeb-
nisse bei der biomechanischen Testung erzielt werden konnen. Auflerdem kann durch ihre
sehr enge Verbindung mit den Knochenenden im Versuch nicht ausgeschlossen werden, ob
sie nicht als Leitschiene fiir den neu entstehenden Knochen dienen. Eine weitere Moglich-
keit der Defektstabilisierung stellen externe Fixateure dar. Bei deren Verwendung kommt
es jedoch im Vergleich zu interen Systemen, durch die exponierte Lage der Pins, haufiger

zu Infektionen.
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4.5 Auswerteverfahren

4.5.1 MicroCT

Ein Hauptkriterium fiir die Beurteilung der erzielten Qualitdt der Defektheilung ist die
Quantifizierung des Knochenvolumens sowie die Beschreibung der Morphologie innerhalb
der Defektzone nach sechs bzw. zwolf Wochen. In der Klinik werden zur Verlaufsbeurtei-
lung einer Fraktur Rontgenkontrollen in mehreren zeitlichen Absténden zum urspriingli-
chen Trauma angefertigt. So kann beurteilt werden, ob und wenn ja wieviel Knochen in
einem Zeitraum ungefahr gebildet wurde. In vielen Studien werden diese Rontgenkontrol-
len ebenso angewendet. Die Ungenauigkeit der Aussagen stellt hierbei jedoch ein grofies
Problem dar. So ist eine genaue Aussage zur Uberbriickung eines Defekts aufgrund der
Zweidimensionalitdt nicht moglich. Auflerdem bleibt auch bei verblindeter Beurteilung
nach standartisierten Scoresystemen die Tatsache bestehen, dass die Auswertung diversen
subjektiven Einfliilssen unterliegt. Dartiber hinaus lieferten Friedlaender et al. 2001 Hin-
weise, dass die Rontgenbilder von Defekten, welche unter Einsatz von Wachstumsfaktoren
therapiert wurden, nicht unbedingt mit dem klinischen Outcome iibereinstimmen. [35]
Eine genaue Aussage iiber die Menge des neugebildeten Knochens ist mit Rontgenaufnah-
men aufgrund ihrer Zweidimensionalitdt ebenso wenig moglich, wie die Beurteilung der
Qualitat. Es kann nicht sicher festgestellt werden, ob der Defekt tatséchlich tiberbriickt
ist oder ob es sich lediglich um Uberlagerungen handelt.

So bleibt zur sicheren Auswertung nur die Computertomographie, welche in dieser Arbeit
aufgrund der geringen Grofle der Rattenfemora als MicroCT durchgefiihrt wurde. Hierbei
werden Dichtewerte grofier 500 Hounsfield-Einheiten dem Knochengewebe zugeordnet, wo-
durch Weichteile herausgerechnet werden kénnen und lediglich der Knochen auf dem Bild
sichtbar ist. [39] So kann die &uflere Morphologie der Defektzone durch Drehen des Bildes
aus den verschiedensten dreidimensionalen Blickwinkeln betrachtet und beurteilt werden.
Ferner kann das Bild in beliebigen Ebenen geschnitten werden. Es ist iiberdies moglich
die Qualitdt des Materials innerhalb der Defektzone zu begutachten. Hierbei kann man
zunachst nicht zwischen neugebildetem Knochen und Knochensplittern unterscheiden, wel-
che beim Fraflen des Defekts entstehen. Haufig gelingt dies aber durch die Untersuchung
der Innenarchitektur, so lisst sich der neu gebildete Knochen beurteilen. Uberdies kon-
nen infolgedessen Aussagen dariiber getroffen werden, ob bereits wieder der physiologische
Aufbau des Rohrenknochens vorliegt.

Im Rahmen der computertomographischen Auswertung wurde zudem 1,5mm ober- und
unterhalb der Mittellinie des Defekts das Knochenvolumen bestimmt. Durch die genaue

Quantifizierung des Knochenanteils in einem exakt definierten Defektbereich kann eine
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eindeutig reproduzierbare und gut vergleichbare Aussage iiber die Defektheilung getroffen

werden.

4.5.2 Biomechanik

Eine eindeutige Aussage iiber die Stabilitdt des neu gebildeten Knochens ist nur mit Hilfe
der biomechanischen Testung moglich. Ausschliefilich durch dieses Verfahren kann direkt
die Festigkeit der beiden Femora verglichen und in Zahlen gefasst werden.

Verschiedene Verfahren hierzu werden in der Literatur beschrieben. Dazu gehoren Drei-
punktbiegetests, [79] bei denen durch seitliche Krafteinwirkung auf den Knochen ein Bruch
herbeigefiihrt wird. Dabei wird die benétigte Kraft aufgezeichnet und kann im Verlauf mit
anderen Ergebnissen verglichen werden. Eine weitere Moglichkeit besteht in Torsionstest,
[5] wobei der zu testende Knochen mit seinen Enden fest in eine Halterung gespannt wird
und im Anschluss das proximale bzw. distale Knochenende gegen das jeweils andere ver-
dreht wird. Die Kraft, welche aufgebracht werden muss, um den Knochen zu brechen, wird
dabei aufgezeichnet und kann in der Folge mit anderen Resultaten verglichen werden.

In der hier vorgestellten Studie entschied man sich zu Durchfithrung eines Torsionstests,
da dieser deutlich weniger storanfillig ist. Bei Biegetests spielt z.B. die Morphologie des
Knochens eine grofie Rolle. Da ein Rohrenknochen kein Rohr mit einem runden Durch-
messer darstellt, werden die Ergebnisse von Biegetests mafigeblich durch die Drehung des
Knochens wahrend des Versuchs beeinflusst. Hierbei ist es sehr schwierig ein exakt repro-
duzierbares Ergebnis zu erzielen. Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass die Knochen
immer an exakt der gleichen Stelle gebrochen werden miissen, um die Ergebnisse vergleich-
bar zu machen, was ebenfalls schwierig ist. Bei Torsionstests dagegen hat der morpholo-
gische Knochenaufbau weniger Einfluss, wodurch die Reproduzierbarkeit erleichtert wird
und die Ergebnisse verlasslicher vergleichbar sind. Der Torsionstest wurde gewéhlt, da
das Messergebnis hierbei weniger stark von der Orientierung des eingespannten Knochens

abhangt als beim Biegetest.

4.5.3 Histologie

Mit Hilfe der Histologie ist es moglich im Rahmen verschiedener Farbungen eine Aussage
iiber die Gewebeart und -morphologie im Defekt zu treffen. In dieser Arbeit wurde eine
Safranin-O-Lichtgriin-Farbung durchgefiithrt, welche Polyanionen wie Glykosaminoglyka-
ne und Proteoglykane zur Darstellung bringt. Da die Farbintensitéit direkt proportional
zum Glykosaminoglykangehalt des Priaparats ist, entspricht eine rote Farbe dem norma-

len Proteoglykangehalt in Knorpel. Orange bedeutet eine leichte Reduktion desselbigen,
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weif} die starke Reduktion und blau/griin entspricht dem Nichtvorhandensein dieser grof3-
molekularen Substanzen. [61, 81] Ublicherweise wird diese Fiarbung zur Abbildung von
Knorpelpréparaten verwendet. Da in dieser Studie davon auszugehen ist, dass sich inner-
halb der Defektzone zunédchst Knorpel und daraus dann verkalkter Knochen bildet, wurde
dieses Verfahren gewéhlt, um die Heilung des Defekts zu veranschaulichen.

Bei vergleichbaren Studien wurde in der Literatur an entkalten Praparaten auch die
Hamatoxylin-Eosin-Firbung angewandt, in der ein Uberblick iiber das gesamte Gewe-
be gegeben werden kann. [5, 53, 83]

In anderen Arbeiten werden die Préparate nicht entkalkt und dann mit der Farbeme-
thode nach Laczko-Levai abgebildet. [79] Dies stellt ein gutes Verfahren zur Beurteilung
von Knochenbildung dar, dennoch ist es deutlich ungenauer als die Volumenbestimmung
mittels Computertomographie.

In der vorliegenden Arbeit dient die Histologie der Veranschaulichung der computertomo-

graphischen Ergebnisse.
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4.6 Ergebnisse

4.6.1 ELISA

Mit Hilfe dieses Proteinnachweisverfahrens wird gezeigt, dass die mit Ad.BMP-6 behan-
delten Fettgewebsstiickchen in vitro tatséchlich BMP-6 produzieren. Bestatigt wird dieses
Ergebnis durch Angaben in der Literatur, wo dhnliche Versuche mit Ad.BMP-2 &dhnliche
Ergebnisse lieferten. [5, 6] So konnten Betz et al. 2009 mit Hilfe eines ELISAs zeigen, dass
neun Tage nach Transduktion von Muskelzellen mit einem adenoviralen Vektor, welcher
die genetische Information fiir BMP-2 enthielt, 50194+3043pg/ml BMP-2 gebildet wurde.
2010 zeigte die gleiche Arbeitsgruppe, dass auch Fettgewebsstiickchen BMP-2 produzie-
ren, nachdem sie mit Ad.BMP-2 transduziert wurden. Dabei lagen die maximalen Werte
an Tag 27 bei 5615+53pg/ml. Somit unterscheiden sich die Ergebnisse der beiden Studien
von denen der hier vorgestellten Arbeit. Das Fettgewebe, welches mit Ad.BMP-2 trans-
duziert wurde, zeigte ab Tag 6 bis zum Ende des Versuchs an Tag 30 konstant mehr als
3000pg/ml an BMP-2. Bei der in dieser Arbeit vorgestellten Studie erlischt die BMP-6-
Produktion durch Fettgewebe zwischen Tag 7 und 10. Auflerdem betrigt die Menge an
gebildetem BMP-6 maximal 1191,8pg/ml. Eine mégliche Erklarung fiir diese Unterschiede
konnte in der Transduktionsrate liegen. Moglicherweise wurden bei der Transduktion mit
Ad.BMP-6 weniger Fettzellen mit der genetischen Information fiir BMP-6 versorgt als bei
der Transduktion mit Ad.BMP-2. Dies konnte an der Grofie der Fettgewebsstiickchen lie-
gen, je kleiner desto grofer ist die Oberfliche und desto mehr Fettzellen konnen mit dem
adenoviralen Vektor in Berithrung kommen. Eine andere Erklarung wére, dass Ad.BMP-2
ein potenterer und widerstandsfidhigerer Vektor ist bzw. weniger durch duflere Bedingun-
gen beeinflusst wurde und so mehr Fettzellen transduzieren konnte. Des weiteren ist es

moglich, dass 1x10%p fu in diesem Fall nicht ausreichen.

4.6.2 MicroCT-Bilder

In dieser Arbeit wird die Hypothese bestétigt, dass mit Hilfe von Ad.BMP-6 aktiviertem
Fettgewebe Knochendefekte kritischer Grofie geheilt werden konnen.

Zunachst wird durch die Gruppe der unbehandelten Defekte (n=8) gezeigt, dass es sich
in dem verwendeten Modell um einen Defekt kritischer Grofe handelt. Wie die Literatur
bereits vermuten lief, wird auch nach zwolf Wochen keiner der Defekte aus dieser Ver-
suchsgruppe (ohne Ad.BMP-6) iiberbriickt. [5, 31, 45] Die kleinen Knochensplitter, welche
in einigen der computertomographischen Bilder (vgl. Abb. 18D) zu sehen sind, entstanden
beim Fraflen des Defekts. Trotz sorgfaltigen Spiilens im Anschluss an diesen Vorgang kann

nicht verhindert werden, dass einige Partikel im Defektareal verbleiben. Dies erklért auch,

Dissertation Evi Fleischhacker 86



4 Diskussion

warum bei der Messung des Knochenvolumens 1,5mm ober- und unterhalb der Mittellinie
des Defekts die Werte nicht Null sind.

Ebenso wird gezeigt, dass das Fettgewebe allein keinen Einfluss auf die Knochenheilung in
diesem Versuch hat. Die darin enthaltenen mesenchymalen Stammzellen kénnen zwar zu
Knochenzellen differenzieren, [25, 113] tun dies unter physiologischen Bedingungen jedoch
offensichtlich nicht in ausreichendem Mafle, sodass sich auch in dieser Versuchsgruppe
kein tiberbriickter Defekt finden ldsst. Weder nach sechs (n=6) noch nach zwolf Wochen
(n=8) ist ein Anzeichen fiir die Knochenneubildung in der Defektzone sichtbar. Wie bei
den unbehandelten Defekten finden sich aber auch hier Knochensplitter, deren Herkunft
auf den FraBvorgang zuriickzufithren ist. Dementsprechend verhalten sich auch die Werte
der Knochenvolumenbestimmung und liegen allesamt unter 6mm?. Bestéitigt werden diese
Ergebnise durch Angaben in der Literatur. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen,
dass natives Fettgewebe im Defektspalt die Knochenheilung nicht beeinflusst. [5, 6, 31, 84]
In der Versuchsgruppe, welche mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelt und sechs
Wochen beobachtet wurde (n=7), ldsst sich in dieser Arbeit auch kein Anzeichen fiir Hei-
lung erkennen. Die Bilder weisen keine merklichen Unterschiede zu denen der Kontrollen
auf und auch bei der Volumenberechnug liegen weniger als 2, 1mm? Knochen innerhalb
des Messbereichs vor. In Vorversuchen dieser Arbeitsgruppe konnte jedoch gezeigt wer-
den, dass nach sechs Wochen kritische Defekte im Rattenfemur, welche mit Ad.BMP-2
aktiviertem Fettgewebe behandelt wurden, mit Knochen durchbaut sind. [6] 2011 zeigten
Sheyn et al. hingegen, dass Knochendefekte in Wirbelkérpern von Ratten (Durchmesser
1,8mm; Tiefe 2mm) mit Hilfe von Stammzellen aus Fettgewebe, welche nach Nukleofektion
mit thBMP-6-Plasmiden BMP-6 freisetzten, nach sechs Wochen verkleinert waren, jedoch
ebenfalls nicht geheilt. [84] Eine Erklarung fiir die ausbleibende Druchbauung in der hier
vorgestellten Arbeit ist, dass der Beobachtungszeitraum von sechs Wochen zu kurz ist.
Dagegen spricht jedoch, dass es keinerlei Anzeichen fir eine beginnende Heilung gibt. Au-
Berdem zeigten Bertone et al., dass eine ulnare Osteotomie im Kaninchen rontgenologisch
bereits nach drei Wochen tiberbriickt zu sein schien. Eine Woche nach der Osteotomie wur-
de diese durch Injektion von Ad-BMP-6 in den Osteotomiespalt behandelt. Fiinf Wochen
nach Injektion war eine Osteotomieline im Roéntgenbild nicht mehr zu sehen. [4] Aller-
dings lésst das konventionelle Rontgenbild aufgrund seiner Zweidimensionalitdt hier nur
sehr ungenaue Aussagen zu. Laurent et al. zeigten, dass durch Injektion von Ad-BMP-6
nach 14 Wochen eine knocherne Fusion von Wirbelkorpern in weiflen Neuseelandkaninchen
zu erzielen ist. [54] Somit liegt die Vermutung nahe, dass in der hier vorgestellten Studie
im Rahmen der Transduktion nicht gentigend ¢cDNA in die Zellen gelangt ist. Folglich
kann nicht ausreichend Wachstumsfaktor gebildet werden und der Defekt heilt nicht.
Nach zwo6lf Wochen (n=7) hingegen zeigt sich bei allen Femora der Ad.BMP-6-Gruppe die
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Neubildung von Knochen, wobei mehr als 70% der Defekte tiberbriickt sind. Diese weisen
bei Betrachtung der Sagittalschnitte noch den im Umbau befindlichen Knochenaufbau aus
Spongiosa umgeben von Kortikalis innerhalb des Defekts auf. Warum nicht alle Knochen
iiberbriickt werden konnen, ist nicht abschliefend gekléart. Eine mogliche Erklarung ist die
zu geringe BMP-Expression, z.B. durch eine zu geringe Menge an Ad.BMP-6. Betz et al.
zeigten 2007, dass bei hoch dosiertem Ad.BMP-2 (2,7x10% fu) 100% der kritischen Defek-
te in Rattenfemora tiberbriickt werden konnten. Bei mittleren Dosen (2,7x10%pfu) waren
es hingegen nur 11% und bei geringen Dosen (2,7x107pfu) nur 25%. [9] Bertone et al.
konnten 2004 zeigen, dass die perkutane Injektion von Ad.BMP-6 die Knochenneubildung
in einem ulnaren Osteotomiemodell im Kaninchen bewirkt. [4] Ebenso gelang bereits meh-
reren Arbeitsgruppen der Nachweis, dass die Injektion von Ad.BMP-2 kritische Defekte
in Ratten- und Kaninchenfemora tiberbriicken kann. Dennoch erreichten beide Studien
ebenfalls nicht bei allen Knochen eine Uberbriickung. [3, 7] Dariiber hinaus unterliegt die
Einbringung von Adenoviren als Vektor in einen Organismus groien Sicherheitsbedenken,
so kann der Vektor zum Beispiel eine nicht vorhersehbare Immunreaktion auslosen. [8]
2009 zeigten Betz et al. ebenfalls im Rattenmodell, dass die Heilung segmentaler Kno-
chendefekte mit ex-vivo genmanipuliertem Muskelgewebe moglich ist. In dieser Arbeit
zeigten alle sieben Knochen, welche mit Ad.BMP-2 aktiviertem Muskelgewebe behandelt
wurden, nach sechs Wochen eine knécherne Durchbauung des Defekts. [5] Des weiteren
konnten Studien zeigen, dass auch Zellen aus dem Knochenmark, welche mit Ad.BMP-2
behandelt wurden, die Knochenheilung eines kritischen Defekts bewirken. Hierbei konnten
durch Liebermann et al. rund 90% der Defekte iiberbriickt werden, bei Peterson et al. so-
gar 100%. [56, 73] Uberdies ist es méglich, mit Stammzellen aus humanem infrapatellarem
Fettgewebe, welche genetisch modifiziert wurden, sodass sie BMP-2 iiberexprimieren, eine
ektope Knochenbildung in Méusen zu induzieren. [24] Peterson et al. gelang es dartiber
hinaus, kritische Defekte im Femur von Ratten mit mesenchymalen Stammzellen aus Fett-
gewebe zu heilen, welche vorher mit Ad.BMP-2 bearbeitet wurden. Dabei konnten elf von
zwolf Knochendefekten tiberbriickt werden. [72]

4.6.3 Knochenvolumen im Defekt

Die Messung des Knochenvolumens innerhalb der mittleren 3mm eines Defekts bestatigte
die bereits vorgestellten bildlichen Ergebnisse. Die Kontrollgruppen zeigen kaum Knochen-
volumen in besagtem Bereich, allerdings ist der Wert auch niemals Null (sechs Wochen:
0,49 4 0, 84mm?; bzw. zwolf Wochen: 1,14 4 1,88mm?). Dies ist auf die Tatsache zuriick-
zufiihren, dass sich vermutlich nach dem Frafien Knochensplitter in der zu untersuchenden

Zone befinden, welche auch durch sorgfiltiges Spiilen nicht entfernt werden kénnen. So
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lasst sich auch die grofle Streuung der Werte, insbesondere innerhalb der Gruppe der un-
behandelten Defekte erkliren (2,654 6,93mm?). Die Ergebnisse der Versuchstiere, welche
mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe therapiert und sechs Wochen beobachtet wurden,
liegen im Bereich der Werte der Kontrollen (0,35 + 0, 75mm?). Dies stimmt mit den im
vorangegangenen Kapitel 4.6.2 vorgestellten Bildern iiberein. Denkbar ist, dass erst nach
dieser Zeit der Stimulus grof§ genug ist und Knochen gebildet wird. Eine weitere Erkla-
rung ist, dass nach der Transduktion keine ausreichende Menge genetischer Information
fiir BMP-6 in den Fettzellen zur Verfligung stand.

Nach zwolf Wochen sind die Werte mit 31,05 4 15,49mm? signifikant hoher als in den
zuvor erwahnten Gruppen. Nach dieser Zeit wurde genug Knochen neu gebildet, um den
Defekt in rund 72% der Falle zu uberbriicken, wodurch auch am meisten Knochenvo-
lumen innerhalb des Messbereichs vorliegt. Auch in der Literatur werden &hnliche Ver-
suche beschrieben, welche ebenfalls erfolgreich die Knochenbildung induzieren konnten.
So zeigten Betz et al., dass mit Ad.BMP-2 behandelte Muskel- und Fettzellen nach acht
Wochen die Uberbriickung eines kritischen Knochendefekts am Femur der Ratte erreicht
werden konnte. Dabei lag das im MicroCT gemessene Knochenvolumen in der Gruppe
der mit Ad.BMP-2 behandelten Muskelzellen mit 25,78 4 10, 38mm? signifikant hoher
als bei den unbehandelten Defekten mit 0.49 4= 0.65mm?. Die Versuchsgruppe, welche mit
Ad.BMP-2 aktiviertem Fettgewebe behandelt wurde, wies im MicroCT Werte in Héhe von
25,4542, 66mm? auf, wohingegen die Gruppe der unbehandelten Defekte in dieser Studie
bei Werten von 0.12 4 0.08mm? lag. [5, 6] Mit Hilfe BMP-4 genmanipulierter Stammzel-
len aus Museklgewebe war es Shen et al. moglich kritische Defekte im Rattenfemur zur
Genesung zu bringen. Hierbei wurde die Knochendichte rontgenologisch gemessen, wobei
elf von zwolf kritischen Defekten nach Ausheilung 104, 5 £ 22, 9% der Knochendichte von
gesunden Knochen erreichten. In einem Fall blieb die Uberbriickung aus. [83] 2005 gelang
es dartiber hinaus Fettzellen in der Kultur mit Ad.BMP-2 zu behandeln und anschlieend
mit Hilfe eines Kollagen-Keramik-Carriers in einen kritischen Defekt einzubringen. Auch
in dieser Studie konnte die Knochenheilung induziert werden. In der Auswertung der Ront-
genbilder zeigte sich im Score ein signifikant hoherer Wert (5,4 & 0,5) an neugebildetem
Knochen in der Versuchsgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe, welche nur den Carrier
implantiert bekam (0,8 £0,2). [72]

4.6.4 Biomechanik

Die biomechanische Torsionstestung macht eine Quantifizierung der Qualitit des neu ge-
bildeten Knochens innerhalb der Defektzone moglich. Getestet wurden nur die fiinf Fe-

mora der Versuchgruppe, welche mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelt und
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zwOlf Wochen beobachtet wurden. Bei den Knochen, die bereits in den bildgebenden Ver-
fahren keine knécherne Durchbauung der Kontinuitatsunterbrechung zeigen, ist aufgrund
der biomechanischen Instabilitédt ein Torsionstest nicht sinnvoll. Zum Vergleich mit der
Versuchsgruppe werden daher sechs unbehandelte, gesunde Knochen der Gegenseite ver-
wendet.

Die Ergebnisse fiir maximale Torison und Steifigkeit dieser Arbeit zeigen, dass zwischen
den gesunden Knochen und den mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelten Fe-
mora, welche einen iiberbriickten Defekt aufwiesen, kein statistisch signifikanter Unter-
schied zu erheben ist. Diese Ergebnisse lassen die Aussage zu, dass nach zwolf Wochen
aus einer erfolgreichen Knochenheilung mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe ein dem
physiologischen Knochen ahnliches Ergebnis hervorgeht.

Bestétigt werden diese Ergebnisse durch zahlreiche Angaben in der Literatur. So wurde
bereits deutlich, dass eine bilaterale Osteotomie der Ulna im Kaninchenmodell, wo zur
Heilung perkutan Ad.BMP-6 injiziert wurde, im Anschluss an die Behandlung im Tor-
sionstest stabiler ist als die unbehandelte Gegenseite. [4] Auch Shen et al. zeigten, dass
die maximale Torsion bis zum Bruch eines Rattenfemurs, welches zuvor mit Ad.BMP-4
behandelten Muskelstammzellen therapiert wurde, keinen statistisch signifikanten Unter-
schied zur unbehandelten Gegenseite aufweist. [83] Ahnliche Resultate wurden in einer
Studie vorgelegt, welche die Stabilitdt von Rattenfemora nach Behandlung mit Ad.BMP-
2 aktiviertem Muskel-und Fettgewebe untersuchte. Hierbei zeigte sich, dass die geheilten
Knochen fast genauso stabil bzw. stabiler waren als die gesunden Knochen der Gegenseite.
[5, 6]

4.6.5 Histologie

Die histologische Auswertung zeigt die Durchbauung der Defektzone nach zwolf Wochen
bei den Femora, welche mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe therapiert wurden. In
der Safranin-O-Lichtgriin-Firbung zeigt sich in allen Féllen eine knécherne Uberbriickung
des Defekts. Der verbleibende Spalt, welcher nach auflen hin von Knochen umschlossen
ist, betrdgt nur noch wenige Micrometer und wird von Bindegewebe mit rot-orangenen
Knorpeleinlagerungen ausgefiillt, welche in diesem Fall als Indikator fiir die enchondrale
Ossifikation zu werten sind. Des weiteren wird auch hier deutlich, dass nach zwolf Wochen
das Remodelling mit Wiederherstellung der physiologischen Knochenarchitektur in vollem
Gange ist. Die Kontrollen weisen innerhalb der Defektzone grofle Mengen an Fettgewebe
auf. Durch die fehlende Knorpelbildung im Defekt ist auch eine Knochenheilung durch
enchondrale Ossifikation nicht moglich.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in einer Studie, bei der zur Therapie eines kritischen De-
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fekts in der Ulna des Kaninchens perkutan Ad.BMP-6 injiziert worden war. Auch hier zeig-
te sich in allen Praparaten nach sechs bzw. acht Wochen eine knécherne Uberbriickung des
Defekts. [4] AuBerdem veranschaulicht eine Arbeit, welche die Knochenbruchheilung unter
einer Behandlung mit Muskelzellen untersuchte, die zu Beginn mit Ad.BMP-4 behandelt
wurden, in den HE-gefarbten Préparaten, dass bereits zwei Wochen nach der Operation
mineralisierter Knorpel innerhalb der Defektzone vorlag. Nach zwolf Wochen zeigt sich der
Markraum gefiillt von normalen Knochenmarkzellen und umhiillt von einer physiologisch
anmutenden Kortikalis. [83] Auch wurde bereits die Knochenheilung nach Behandlung
mit Ad.BMP-2 aktiviertem Fett- und Muskelgewebe histologisch untersucht. Hierbei wur-
de deutlich, dass nach sechs Wochen der Defekt iiberbriickt war. Nach drei Wochen lag
in der Defektzone der Knochen der Versuchsgruppe in der Safranin-O-Lichtgriin-Farbung,
neben orange-rotem Knorpel und Bindegewebe, bereits eine grofie Menge trabekuléren

Knochens vor. [5, 6]
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4.7 Ausblick

Der Bedarf an Knochenersatzmaterialien ist immens, allein in den USA werden jéahrlich
etwa 250.000 Knochentransplantationen durchgefiihrt, was Knochen, nach Blutbestand-
teilen, zum zweithaufigsten transplantierten Gewebe macht. [97]

Den Goldstandard bei der Behandlung von Knochendefekten stellt weiterhin die autolo-
ge Spongiosatransplantation dar. Aufgrund der limitierten Menge und des zusétzlichen
operativen Eingriffs hat diese Methode aber viele Nachteile. Daher liegt der Schwerpunkt
intensiver Froschungsarbeiten seit Jahren auf der Entwicklung eines osteoinduktiven und
- konduktiven Ersatzmaterials. Seit einiger Zeit sind thBMP-2 und thBMP-7 unter stren-
ger Indikationsstellung zur osteoinduktiven Therapie von Pseudarthrosen zugelassen. An-
gesichts der beschriebenen Probleme und Nebenwirkungen im klinischen Einsatz dieser
Medikamente ist es allerdings notwendig die Anwendung zu optimieren. Dabei erlangt die
Gentherapie im Tissue-Engineering immer mehr an Bedeutung. Zahlreiche Arbeitsgrup-
pen konnten bereits zeigen, dass durch genetisch verdnderte korpereigene Zellen Wachs-
tumsfaktoren gebildet werden, welche einen Defekt kritischer Grofle im Tiermodell heilen.
[4, 5, 6, 83] Dabei entstehen im Rahmen des ex-vivo Gentransfers allerdings hohe Kos-
ten, insbesondere durch aufwendige Zellkultivierungsverfahren. Auflerdem bedingt diese
Methode einen zweizeitigen Eingriff am Patienten: Zunéchst die Entnahme des autologen
Gewebes und im Anschluss daran die Reimplantation des genetisch verdnderten Materials.
Der in-vivo Gentransfer stellt eine schnelle und vergleichsweise kostengtinstige Alternative
hierzu dar. Allerdings wurde bisher noch kein Vektor gefunden, der eine ausreichend hohe
Zellspezifitdt und Patientensicherheit aufweist. [8] Durch vereinfachten ex-vivo Gentrans-
fer ist es nicht notig den Vektor in den Organismus einzubringen, da durch Transduktion
von Zellen im Labor allein die genetische Information in den Koérper des Patienten gelangt.
So wird nicht nur die Sicherheit fiir den Patienten erhoht, sondern auch eine kosteninten-
sive lange Kultivierung der Zellen im Labor vermieden. Des weiteren hat die Methode
durchaus das Potenzial innerhalb einer einzigen Operation angewandt zu werden.

Ein weiterer wesentlicher Aspekt im Rahmen des Prozesses ,von der Werkbank ans Pa-
tientenbett stellt die Kosteneffektivitat dar. In der Literatur liegen einige Arbeiten vor,
welche zeigen konnten, dass die Behandlung mit Wachstumsfaktoren nicht teurer ist als
die autologe Spongiosatransplantation. [18, 47] Durch Vereinfachung der Verfahren wiir-
den diese Kosten sogar noch gesenkt, wodurch nicht nur dem Patienten, sondern auch dem
Gesundheitswesen ein grofler Vorteil entstiinde.

Gentherapie kann die Losung fiir einen wachsenden Bedarf an Knochenersatzmaterialien
sein. Nun, da die Wirksamkeit der Gentherapie zur Knochenheilung in zahlreichen Stu-
dien nachgewiesen ist, steht die Ubertragung der wissenschaftlichen Erkenntnisse in den

klinischen Alltag im Vordergrund.
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Ausgedehnte Knochendefekte stellen nach wie vor ein unzureichend gelostes Problem in
der Klinik dar. Der Standard in der Behandlung solcher Félle ist die autologe Knochen-
transplantation. Da diese aber mit vielen Nachteilen gespickt ist, wird kontinuierlich nach
alternativen Therapieoptionen gesucht. Gentechnologische Verfahren ermoglichen bereits
die Herstellung rekombinanter humaner Wachstumsfaktoren, doch gibt es auch in deren
Anwendung nach wie vor einige Probleme, die es zu 16sen gilt. Die in der Klinik zugelas-
senen Medikamente sind thBMP-2 und thBMP-7. Allerdings ist die Indikation fiir deren
Einsatz aufgrund behoérdlicher Beschrankungen sehr streng zu stellen. Uberdies kommt es
nach der Anwendung solcher osteoinduktiver Substanzen, welche meist auf einen Carrier
aufgebracht in den Defekt implantiert werden, nicht selten zu heterotopen Ossifikationen,
was zu erheblichen sekundéren Beschwerden fithren kann.

Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung eines vereinfachten Gentransfers, wodurch
die implantierten Zellen im knoéchernen Defekt BMP-6 produzierten und so die Heilung
vorantrieben.

Hierzu wurden insgesamt 53 Fischer 344 Ratten mit einem 5mm groflen, gefréafiten Defekt
am rechten Femur versehen, der durch einen internern Fixateur stabilisiert wurde. Der De-
fekt wurde dann je nach Gruppenzugehorigkeit behandelt: Die Gruppe der unbehandelten
Defekte, bestehend aus 11 Tieren, erhielt keine weitergehende Therapie, bei weiteren 22
Tieren wurde der Defekt mit nicht modifiziertem Fettgewebe eines Spendertieres ausge-
filllt und bei 20 Ratten wurde der Defekt mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe versorgt.
Die Halfte der Tiere innerhalb einer Gruppe wurde sechs Wochen, die andere Halfte zwolf
Wochen beobachtet. Die Auswertung der Versuche erfolgte mittels MicroCT, biomecha-
nischem Torsionstest und Histologie, wobei als Hauptzielgroe die mechanische Stabilitéat
anzusehen war. Des weiteren wurden mit Ad.BMP-6 transduzierte Fettgewebsstiickchen
in vitro kultiviert, um mit Hilfe eines ELISAs nachzuweisen, dass von den Zellen der ge-
wiinschte Wachstumsfaktor produziert wurde.

Hierbei bestatigte sich, dass die mit Ad.BMP-6 transduzierten Fettzellen BMP-6 produ-
zierten. In den computertomographischen Bildern zeigte sich nach zwolf Wochen bei fiinf
von sieben der Praparate eine knocherne Durchbauung der Defektzone. Wobei der Kno-
chen makroskopisch von intaktem Knochen nicht zu unterscheiden war. Im Sagittalschnitt
dieser Praparate waren neben einer sehr dicken Kortikalis noch ansatzweise spongiose Kno-
chenbélkchen zu sehen. In den anderen Versuchsgruppen konnte keine Uberbriickung der
knéchernen Defekte erreicht werden. Moglicherweise war bei der Transduktion der Fett-
gewebsstiickchen fiir die Gruppe der Tiere, welche mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe
behandelt und sechs Wochen beobachtet wurde, nicht ausreichend ¢cDNA in die Zielzellen
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iibertragen worden, wodurch nicht geniigend BMP-6 gebildet wurde und der Defekt offen
blieb. Zusétzlich wurde mit Hilfe des MicroCTs das Knochenvolumen in den mittleren 3mm
des Defekts, also 1,5mm ober- und unterhalb der Defektmitte, bestimmt. Die Ergebnisse
verhielten sich hierbei den MicroCT-Bildern entsprechend, wobei das Knochenvolumen in
der Versuchsgruppe, welche mit genetisch verdndertem Fettgewebe therapiert und zwolf
Wochen beobachtet wurde, im Mittel mit rund 31mm? signifikant héher war als in allen
anderen Gruppen. In die biomechanische Testung wurden nur die fiinf durchbauten Fe-
mora sowie sechs gesunde kontralaterale Knochen eingeschlossen. Dabei zeigte sich kein
statistisch signifikanter Unterschied. Dennoch verdeutlicht dieses Ergebnis, dass das an-
gewendete experimentelle Therapieverfahren nach zwolf Wochen in Sachen Stabilitat dem
natiirlichen Knochen fast ebenbiirdig ist. Histologisch bestétigten sich in der Safranin-O-
Lichtgrin-Farbung die computertomographischen Ergebnisse. Bei den Praparaten, welche
mit Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe behandelt und zwolf Wochen beobachtet wurden,
war innerhalb der Defektzone eine Durchbauung mit Knochen sichtbar, wobei auch noch
Reste von Knorpel und fibrésem Bindegewebe vorlagen. Auf den Bildern der anderen Ver-
suchsgruppen zeigte sich der Defekt ausgefiillt durch Fett, Muskel oder Bindegewebe, es
war weder Knorpel noch Knochen zu erkennen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass der vereinfachte ex-vivo Gentransfer von BMP-6
auf Fettgewebe eine sinnvolle Option zur Regeneration von Knochendefekten darstellt.
Zum einen fand der Gentransfer nicht im Patienten, sondern im Labor statt, wodurch
kein Patient-Vektor-Kontakt entstand und daraus resultierende Sicherheitsbedenken mi-
nimiert werden konnten. Aulerdem liegt das hier verwendete autologe Fettgewebe, auch
beim Menschen, in grofen Mengen vor und kann in einem unkomplizierten kleinen Ein-
griff entnommen werden. Uberdies war der durch dieses Verfahren gebildete Knochen
im Rattenmodell hinsichtlich der biomechanischen Eigenschaften dem gesunden Material
ebenbiirdig. Diese Studie zeigte, dass in der Ratte grofie segmentale Knochendefekte mit
Ad.BMP-6 aktiviertem Fettgewebe geheilt werden konnten.
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Material

Gerate und Instrumente

Akkubohrmaschine
Analysewaage
Autoklav

Bohrer 0.9 mm

Bohrer fiir Zahnéarzte

Brutschrank (37°C, 5% COs)

Clipbox

Elektrische Pipettierhilfe, accu-jet-pro
Fast Track™ 8874

Flasche 500 ml

Gefrierschrank -80°C Herafreeze
Gefrierschranke -20°C
Gewebeeinbettautomat, Shandon Hypercenter XP
Glasgondel

Heizplatte

Isofluranverdampfer mit Sauerstoft-
anschluss und Maske

Kirschnerdrahte 1,1 mm

Kiihlschrénke +4°C

Kiivetten 200ml

Kugelfrése 4,5 mm Durchmesser
Lichtmikroskop, Modell Axioskop 40
Messvorrichtung Biomechanik, Instron 1
nCT 80

Microplate Reader Synergy HT
Nadelhalter

ParaffingieBmaschine EG 1160

pH Meter HI 122

Pinzetten, chirurgisch und anatomisch
Pipettierhilfe Pipetman Neo., 0,2-2ul, 1-10pul,
2-20p1, 20-100p1, 50-20041, 100-1000p1

Euromate, D

Sartorius, D

Sartorius, D

Gebriider Brasseler, D
Eickemeyer Medizintechnik
fiir Tierdrzte, D
Binder, D

UNIMET, D

Brand, D

Instron, UK Table Model axial torsion
Schott Duran, D
Heraeus, D

Liebherr, CH; Bosch, D
GMI Inc., USA

Carl Roth, D

Medax, D

Eickemeyer Medizintechnik
fur Tierarzte, D
MEDE Technik, D
Liebherr, CH

Carl Roth, D

Gebriider Brasseler, D
Zeiss, D

Instron, USA

Scanco Medical, CH
BioTek, D

Fine Sience Tools, D
Leica, D

Hanna Instruments, D
Fine Sience Tools, D
Gilson, USA
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Rasierer, elektrisch Oster, USA
Reinraumwerkbank, HeraSafe Heraeus, D
Rotationsmikrotom Leica RM 2255 Leica Biosystems, D
Spreitzer Fine Sience Tools, D
Trockenschrank Memmert,D

Vortexer Bender&Hobein AG, CH
Wasserbad Heraeus, D
Wundklammergerat Fine Sience Tools, D
Zange CONMETALL GmbH, D
Zentrifuge, Zellkultur, Multifuge 1 L-R Heraeus, D
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Verbrauchsmaterialien, Chemikalien,

Reagenzien, Medikamente

Abdecktiicher, steril, Secu-Drape
Adhésions-Objekttréager Superfrost Plus
Alufolie

Antiseptikum, Braunol

Aqua ad iniectabilia

Augensalbe

Bacillol AF

Becherglas

Buprenorphin (Temgesic)
Cefuroxim Fresenius 250 mg
Deckglaser

EDTA-4Na 20% Citronensaure

Einbettkasetten Biopsie weify
Einwegpinzetten, steril, 12,5cm,
anatomische Form
Einwegskalpelle, steril, 20er und
11ler Klinge

Erlenmeyer-Kolben

Essigsédure, 100%

Ethanol 40%, 70%, 96% und 100%
je in aqua dest.

Eukitt

Farbekasten

Faltenfilter Typ 113P

Fast Green FCF pure
Formaldehydlosung 4%
Gesichtsmasken

Gigasept R AF

Handschuhe (steril), Latex Biogel Surgeons
Handschuhe sempercare
Incisionsfolie Toban 2
Insulinspritzen 1ml

Isofluran (Forene)

Sengewald, D

Thermo Fisher Scientific, USA
Schubert & Weiss, Omnilab, D
B. Braun Melsungen, D
B.Braun Melsungen, D
Bepanthen, Bayer Vital, D
Bode Chemie, D

Schott Duran, D

Essex Pharma GmbH, D
Fresenius Kabi Deutschland, D
Menzel, D

Hausapotheke Klinikum der
LMU Miinchen, D

Resolab, D

Heinz Herenz Medizinalbedarf, D

Feather disposable scalpel, Feather
Safety Razor, J
Schott Duran, D
Merck, D
Apotheke der Universitat Miinchen,
Campus Innenstadt, D

Kindler, D

Simport, CDN

Roth, D

Chroma, USA

Fischar, D

Molnlycke Health Care, SE
Schiilke & Mayr, D

Molnlycke Health Care, SE
Semperit Technische Produkte, A
3M Health Care, D

Becton Dickinson, USA

Abbott, D
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Kaniilen 25G, BD Microlance 3
Kochsalzlosung (isoton), NaCl 0,9%
Kunststoffpulver Technovit 3440
Kunststoffliquid Technovit Universal Liquid
Laborhandschuhe puderfrei, Grole S
Lochtiicher, Barrier adhesive aperture drape
Mullkompressen 7,5cm x 7,5cm
Nahtmaterial, resorbierbar, 4-0, Vicryl
Natronlauge 1M 11

Natriumhydroxid

Objekttrager Superfrost plus
Parafilm

Paraformaldehyd, Pulver
Pentobarbital (Narcoren)
Petrischalen, steril 92mm
Pipettenspitzen 0,2-2ul, 1-10pu1, 2-20p1,
20-100p1, 50-20041, 100-10001
Rattenfutter ,,Sniff-Diet*
Reaktionsgefifl 1,5ml
Rotihistol

Safranin T

Salzsaure 1M 11

Serumpipetten (bmL, 10mL, 25mL)
Wégepapier 9x11,5cm

Spritzen (steril), 5ml und 20 ml
Streu fiir Tierkéfig

Wiégepapier 9x11,5cm
Wunddesinfiziens, Cutasept F
Wundklammern
Zellkulturflaschen, 80cm?
Zentrifugenrohrchen 50ml

Zentrifugenréhrchen 15ml
Zellkultur

Amphotericin B Lsg. 250ug/ml

Becton Dickinson, USA

Braun, B. Braun Melsungen, D
Heraeus-Kulzer, D
Heraeus-Kulzer,D

Lohman & Rauscher, AT
Molnlycke Health Care, SE
NOBA Verbandmittel Danz, D
Ethicon, BE

MDM Reagenzien und
Diagnostika, D

Merck, D

Menzel, D

Pechiney Plastic Packaging, USA
Merck, D

Merial, D

Nunc, D

Gilson, USA

Fa. Sniff, Soest, D
Sarstedt, D

Roth, D

Fluka, USA

Merck, D

Corning incoporated, USA
Macherey Nagel, D

Braun, D

Fa. Sniff, Soest, D
Macherey Nagel, D

Bode Chemie Hamburg, D
Fine Sience Tools, D
Nunc, NL

Becton Dickson Labware, F
TPP, CH

Sigma-Aldrich, D
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Dulbecco’'s MEM Biochrom,D

FBS (fetales Kélberserum) PAA Laboratories, AT
Multiwell, 6-well, 24-well Nunc, DK

PBS-Puffer Zellkultur, pH 7,4 Biochrom, D
Petrischalen, steril, Nunclon” 56,7cm? Nunc, DK

Penicillin/Streptomycin 10000 IU/mL / 10000pug/mL  Biochrom, D

Trypsin/EDTA Lsg. 10x 0,5%

Zellfilter 100pm, steril

Biochrom, D
BD Biosciences, B

Zellkulturflaschen, steril, Nunclon™ Nunc, DK

Polystyrene 6-well, 24-well, 175cm?

Zusatz Wasserbad Aqua stabil

ELISA

Julabo Labortechnik, D

RayBio® ELISA-Kit Human BMP-6 RayBiotech, USA

Software

Adobe Photoshop CS
Adobe Reader V.9
Genb

GraphPrism

Instron 1

Viva CT

Axiovision

Zellkulturmedien

Standardmedium:

Transduktionsmedium:

Amplifikationsmedium:

Adobe Systems Software, IRL
Adobe Systems Software, IRL
BioTek, D

GraphPad Software, USA
Instron, UK

Scanco Medical, CH

Zeiss,D

0,5 1 Dulbeco's MEM

50 ul Amphotericin B, 250ug/ml

50 ml FCS (fetales Kélberserum) 10%

10 ml Penicillin/Streptomycin, 10000ug/ml
0,5 1 Dulbeco‘'s MEM

20 ml Penicillin/Streptomycin, 10000ug/ml
100 gl Amphotericin B, 250ug/ml

0,5 1 Dulbeco‘'s MEM mit Glutamin

50 ml FCS, 10%

3,5 ml Penicillin/Streptomycin, 10000xg/ml
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Histologie-Protokolle

Entparaffinierung

1.

NS e N

Rotihistol I fiir 10 min
Rotihistol IT fiir 10 min
Ethanol 99% I fiir 5 min
Ethanol 99% II fir 5 min
Ethanol 96% fiir 5 min
Ehtanol 70% fir 5 min
Aqua dest. fiir 5 min

Farbeptotokoll - Safranin-O-Lichtgriin

1.

— = = =
w o Nno= O

© %0 N o Gtk W

Aqua dest. fiir 5 min

Safranin-O 0,015% fiir 30 sec

6x kurz in Aqua dest. I dippen

6x kurz in Aqua dest. I dippen
6x kurz in Aqua dest. III dippen
0,02% Lichtgrin fir 1 min

8x kurz in Essigsaure 1% dippen
6x kurz in Aqua dest. dippen

8x kurz in Ethanol 96% dippen
8x kurz in Ethanol 100% I dippen

. 8x kurz in Ethanol 100% II dippen
. 8x kurz in Rotihistol dippen

. eindecken
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ELISA-Protokoll

1. Vorbereitung der Reagenzien, Proben und der Verdiinnungsreihe des Standards

2. 100ul Standard bzw. Probe auf jedes Well geben und 2,5 Stunden bei Raumtempe-

ratur inkubieren

3. 100l vorbereiteter Biotin-Antikorper auf jedes Well geben und 1 Stunde bei Raum-
temperatur inkubieren

4. 100ul vorbereitete Streptavidin-Losung auf jedes Well geben und 45min bei Raum-
temperatur inkubieren

5. 100ul TMB-One-Step Substrat Reagenz auf jedes Well geben und 30min bei Raum-

temperatur im Dunkeln inkubieren

6. 50ul Stop-Losung auf jedes Well geben und sofort im ELISA-Reader bei 45nm Wel-

lenlénge auswerten
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