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In-situ-Tissue-Engineering

Therapie von Knochendefekten mit geringer Regenerationskapazitat

DRESDEN Die Behandlung groBer Kno-
chendefekte mit autologem Knochenmate-
rial — dem aktuellen Klinischen Goldstan-
dard — ist durch verschiedene Faktoren
limitiert, wie der eingeschrankten Verflig-
barkeit oder den Risiken des zusatzlichen
operativen Eingriffs zur Materialgewin-
nung’. Gerade fiir Osteoporosepatienten
sind zuséatzliche Strategien nétig, um Zellen
mit regenerativem Potenzial aus dem
umliegenden Gewebe zum Knochendefekt
zu rekrutieren und lokal die Knochenneu-
bildung zu stimulieren: Ihr Knochengewebe
weist eine reduzierte Regenerationskapa-
zitat auf, aufgrund der Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen zellularem Kno-
chenauf- und abbau bis hin zur osteo-
klastaren Resorption. Eine Strategie, um
die Knochendefektheilung zu beschleunig-
ten, ist ein im Rahmen des DFG-geforder-
ten SFB/Transregio 79 entwickeltes In-situ-
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Abb. 1: In situ-Tissue Engineering-Konzept fiir die beschleunigte Knochendefektheilung.

Konzept zellfreie bioresorbierbare
Scaffolds entwickelt werden, mit dem
intrinsischen Potenzial, das Zielgewe-
be zur Selbstheilung anzuregen. Die
Arbeiten unserer Gruppe konzentrie-
ren sich dabei auf die Entwicklung
eines Knochenersatzmaterials auf
Basis von mineralisiertem Kollagen.
Dieses biomimetische, hochporése
Nanokompositmaterial auf Basis von

Kollagen Typ I und Hydroxylapatit
wird mit einem zentralen, Hydrogel-
basierten Wirkstoffdepot funktionali-
siert. Nach der Implantation werden
im feuchten Milieu des Korpers die
Wirkstoffe aus diesem zentralen Depot
langsam freigesetzt. Die Freisetzungs-
geschwindigkeit kann dabei iiber die
Hydrogelzusammensetzung einge-
stellt werden, sodass sich ein Wirk-
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stoffgradient im Scaffold und im
umgebenden Gewebe ausbildet?.
Angelockt durch die freigesetzten che-
moattraktiven Wirkstoffe des Depots
sollen osteoblastdre Vorlduferzellen
als Zellen mit regenerativem Potenzial
aus dem umliegenden Gewebe entlang
dieses Wirkstoffgradienten gerichtet
in den hochpordsen Scaffold migrie-
ren. Im Scaffold und damit im Defekt-
bereich sezernieren diese Zellen
ihrerseits Wachstumsfaktoren und
Zytokine, was weitere Zellen anlockt,
die Vaskularisierung stimuliert und
somit die Knochendefektheilung ins-
gesamt induziert (Abb. 1).

»proof of concept”

Als ,proof of concept® wurde das
zentrale Depot der mineralisierten
Kollagenscaffolds zunéchst mit dem
vaskuldren endothelialen Wachs-
tumstumsfaktor VEGF (eng]. vascular
endothelial growth factor) beladen,
welcher sowohl chemotaktisch auf die
Migration von Endothelzellen wirkt,
als auch Angiogenese induziert. VEGF
wurde hierfiir sowohl ohne Biopoly-
mer, mit 0,1 Prozent Heparin, ein Pro-
zent Alginat, ein Prozent Alginat plus
0,1 Prozent Heparin und ein Prozent
Hyaluronsiure als Depot appliziert,
was zu sehr unterschiedlichen VEGF-
Freisetzungsprofilen fithrte. Durch
Aussaat von humanen mikrovaskuld-
ren Endothelzellen der Haut (HDMEC;
engl. human dermal microvascular
endothelial cells) auf die Scaffold-
oberfliche konnte nach dreitdgiger
Inkubationszeit die Migrationstiefe
der Zellen bestimmt werden, indem
die Zellen im Scaffold fixiert, gefarbt
und deren Anzahl im Scaffoldinneren
fluoreszenzmikroskopisch  gezdhlt
wurde. Die Ergebnisse deuten auf eine
Korrelation zwischen dem Grad der
VEGEF-Freisetzung und der Migrati-
onstiefe der Endothelzellen: Je verzo-
gerter die Freisetzung und damit je
steiler der eingestellte VEGF-Gradient
ist, desto tiefer migrierten die Zellen
in den Scaffold.

Um osteoblastire Vorldauferzellen
anzulocken und gleichzeitig die
Angiogenese zu stimulieren arbeitet
unsere Arbeitsgruppe mit einem Wirk-
stoffgemisch, welches aus dem Zell-
kulturiiberstand von Hypoxie-konditi-
onierten humanen mesenchymalen
Stromazellen (hMSC) gewonnen wird
(HCM; engl. hypoxia conditioned
medium). Neben seiner starken che-
motaktischen Wirkung auf hMSC3
zeigt HCM auch ein starkes angioge-
nes Potenzial. Unter hypoxischen
Bedingungen (1% O, fiir 5 Tage unter
Zellkulturbedingen) sezernieren hMSC
einen angiogenen Wirkstoffcocktail,
welcher unter anderem Faktoren wie
Angiogenin, VEGF, Pentraxin 3 und
uPA (eng. urokinase-type plasmino-
gen activator) enthilt*, die durch syn-
ergistische Wechselwirkungen auch in
geringer Konzentration die Bildung
von vaskuldren Strukturen in vitro
stimuliert.

Erste In-vivo-Studie
In einer ersten In-vivo-Studie konnte
im {berkritischen Knochendefekt-
modell der osteoporotischen Ratte

gezeigt werden, dass HCM in Kombi-
nation mit den biomimetischen Scaf-
folds aus mineralisiertem Kollagen die
Knochendefektheilung signifikant
unterstiitzt, indem sowohl die Bildung
groBlumiger BlutgefdBe, als auch die
Osteoblastenaktivitit (und damit die
Knochenneubildung) angeregt wur-
den. Durch Optimierung der Hypoxie-
Bedingungen und anschlieBender
Aufkonzentrierung durch Lyophilisa-
tion, kann dieser Wirkstoffcocktail um
den Faktor 80-100 aufkonzentriert
werden und in das zentrale Depot der
mineralisierten  Kollagenscaffolds
integriert werden. In vitro konnte
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sowohl die aktive Migration von
hMSC entlang des HCM-Gradienten
gezeigt werden, als auch das Einspros-
sen von pravaskuldren Strukturen in
den Scaffold.

Im Rahmen der im SFB/TR 79
anstehenden In-vivo-Studien im
GrofBtiermodell des Schafs sollen die
Wirksamkeit des entwickelten In-situ-
Tissue-Engineering-Konzepts gezeigt
werden und der Weg bereitet werden
fiir die klinische Translation. Hierbei
konnte sich als giinstig herausstellen,
dass das HCM mithilfe von Zellen des
jeweiligen Patienten und damit auto-
log hergestellt werden kann. "
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