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Alternatives for bone replacement? Tissue
engineering with osteoblast cell cultures

Alternative zum Knochenersatz? Tissue Engi-
neering mit Osteoblasten aus der Zellkultur

T. Végele, R. Schabus, U.Oberndorfer, K. Macfelda?, M. Végele-Kadletz?,

V. Veécsei
Universitatsklinik far Unfallchirurgie, Wien

luniversitatsklinik fiir Chirurgie, Abteilung fur Herz- und Thoraxchirurgie, Wien

2Zentrum fur Biomedizinische Forschung, Wien

Summary

Background: Tissue engineering has become
a modern slogan - however, it could actually
become the treatment of the future. No doubt,
many years will pass before tissue engineering
actually becomes the routine therapy of choice.
The question is, in fact, whether it will always
remain limited to specific cases. The aim of tis-
sue engineering is optimum reconstruction of
bone defects ultimately providing autologous
cell tissue without artificial material.

Methods: It has been shown that cell growth
and duplication of human osteoblasts is possi-
ble in cell cultures. This can be accomplished
by enzymatic cell harvesting as well as by
spontaneous cell outgrowth from small pieces
of human bone. In this study we have compa-
red the time required to gain 500 000 cells by
means of these two different modes of cell har-
vesting. Additionally, we compared these two
modes regarding to the influence of collagen
coating on cell growth.

Results: When we compared the growing
time required to achieve an osteocyte cell
count of 500 000, we found a significant corre-
lation between the isolation technique used
and the number of cells produced by the cell
culture. Collagenase pre-treatment clearly
shortened the period from cell extraction to
confluence. Using the method of spontaneous
cell outgrowth, a period of 37 days is needed to
reach a comparable cell count. Collagen type |
coating of the culture plate reduced the time

European Journal of Trauma" 2001 E- Suppl. 1 © URBAN & VOGEL

needed to reach a comparable cell count to 25
+ 3 days. Immunhistochemically, cells were
specified as osteoblasts by bone morphogenic
protein 2.4 and by collagen type |I.

Conclusion: Tissue engineering is a method
of the future. By modifying the mode of cell
harvesting, the time required to reach an ade-
quate cell count could be reduced. There is no
immunhistochemical difference between the
two modes of cell harvesting. Some basic rese-
arch will be necessary, however, before autolo-
gous osteoblasts are accepted for clinical use.

Zusammenfassung

Grundlagen: Tissue Engineering, ist auch in
der Knochenchirurgie ein sehr modernes
Schlagwort geworden und doch moglicher-
weise der Weg in die Zukunft. Der Weg bis zum
Breiten klinischen Einsatz ist sicher noch weit
und es stellt sich die Frage, ob es nicht eine
Therapie, nur fur spezielle Falle bleibt. Ziel des
Tissue Engineering ist es, Knochendefekte
optimal zu rekonstruieren, diese mit lebenden,
am besten autologen Knochenzellen zu fullen,
um so zumindest am Ende der Therapie, einen
fremdmaterialfreien Zellverband wieder herzu-
stellen.

Methodik: Es hat sich gezeigt, daf3 das Zell-
wachstum und die Vermehrung humaner Oste-
oblasten in-vitro erfolgreich moglich ist. Die
Gewinnung der Zellen aus Knochenstucken ist
sowohl enzymatisch als auch durch direktes
Auswachsen von Osteoblasten aus Knochen-
splittern moglich. Das Ziel unserer Untersu-
chung war es, diese beiden Methoden
bezuglich der primar zu erreichenden Zellzahl
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und des erforderlichen Wachstumszeitraumes
zu vergleichen. In einer zweiten Untersuchung
wurde der Einfluld einer Kollagen Vorbeschich-
tung der Kulturplatte auf das Auswachsen der
Osteoblasten untersucht.

Ergebnisse: Vergleicht man die Zeitspanne,
die Osteoblasten benoétigen, um eine Zellzahl
von 500 000 zu erreichen, so laf3t sich ein ein-
deutiger Zusammenhang zwischen der Isolati-
onstechnik und des erforderlichen Zeitraumes
ableiten. Bei der ezymatischen Zellgewinnung
ist ein Zeitraum von ca. 29 Tagen erforderlich.
Im Gegensatz dazu bendétigt man beim sponta-
nen Auswachsen der Zellen 37 Tage, um eine
annahernd gleiche Zellzahl zu erreichen. Eine
Vorbeschichtung der Kulturplatte mit Kollagen
Typ | verkiurzt die erforderliche Zeitspanne auf
25 £3 Tage.

Immunhistochemisch konnten die Zellen als
Osteoblasten mit Bone-Morphogenic-Protein
2,4 und Kollagen Typ | spezifiziert werden.

SchluR3folgerung: Tissue engineering ist die
Methode der Zukunft. Durch die Modifizierun-
gen der in-vitro Zellgewinnung, konnte der
Zeitraum bis zum Erreichen einer adaquaten
Zellzahl von Osteoblasten deutlich verkurzt
werden. Die unterschiedlichen Gewinnungsme-
thoden zeigten in der immunhistochemischen
Farbung keine Differenzen. Einiger Grundla-
genforschung bedarf es sicher, bevor autologe
Knochenzellen endgliltig zur klinischen Anwen-
dung zugelassen werden.
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Grundlagen

Die verzogerte Wundheilung sowie Knochen-
bruchheilung ist ein nicht unbekanntes Problem bei
Patienten mit traumatisch oder degenerativen Kno-
chendefekten, mit Osteoporose, Diabetes Mellitus,
oder peripherer arterieller VerschluBkrankheit(1).
Ein anderes Kollektiv sind jene Personen, die auf-
grund eines Knochentumors, einer |lokalen Osteo-
myelitis oder nach einem offenen Trauma mit
erheblichem Weichteilschaden einen Teil der lan-
gen Rohrenknochen verloren haben (2).

Diese schon seit langem bekannte Tatsache fuhrte
zur Entwicklung unterschiedlichster Strategien bei
der Behandlung von Knochendefekten. Auch wenn
einige der verwendeten Therapiemdoglichkeiten,
wie ein Fixateur externe, mit dessen Hilfe eine
sogenanntes Shifting durchgefuhrt werden kann, so
vergehen alleine bis zur Erreichung der gewlnsch-
ten Knochenlange, meist Monate. Abgesehen von
den Schmerzen in der betroffenen Extremitat, ist
der neue Knochen oft nicht imstande die erforderli-
chen mechanischen Eigenschaften des Réhrenkno-
chens zu erfullen. Tissue engineering ist ein
alternatives Konzept in der biologischen Behand-
lung von Knochendefekten. Das Ziel ist die voll-
stdndige Regeneration der Defektzone mit
autologem Knochenzellmaterial.

Methodik

Das Ausgangsmaterial fur die Kultivierung huma-
ner Osteoblasten stellte Knochengewebe von Hft-,
Knie- und Schulteroperation, das im Rahmen einer
osteosynthetischen Versorgung abgefallen ist. Bei
diesem Versuch wurde Knochenmaterial von 43%
weiblichen und 57% mannlichen Spendern verwen-
det. Das Durchschnittsalter war 45 Jahre, es inklu-
dierte Patienten zwischen 17 und 77 Jahren.

Die Knochensplitter wurden mechanisch in 1-2
mm Stucke zerkleinert und in der ersten Gruppe in
Kollagenase Typ |l fur 24 Stunden verdaut. Nach
mehrfachem Waschen der Zellen, Bestimmung der
Vitalitét mittels Trypanblauférbung in der Birker-
Turk-Zellkammer, wurden die geldsten Zellen in
RPMI - Kulturmedium mit 10% Kalberserum, bei
37°C und 5% Co2 kultiviert. Das Zellmedium
wurde zweimal wéchentlich gewechselt.

In der zweiten Gruppe wurden die 1-2 mm grof3en
Knochensplitter unbehandelt im RPMI - Kulturme-
dium mit 10% Ké&lberserum, bei 37°C und 5% Co2
ausgesat. Um den Osteoblasten die Chance des
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Auswachsens zu geben, wurden diese fur eine
Woche unberihrt im Zellinkubator belassen.

In einer weiteren Untersuchungsgruppe haben wir
versucht, durch Veranderung der Kulturbedingun-
gen das Auswachsen der Zellen aus den Knochen-
splittern zu beschleunigen. Wie in der Literatur
beschrieben (3,4) und wie auch wir in unseren
immunhistochemischen Untersuchungen feststel-
len konnten, produzieren und sezernieren Osteobla-
sten Kollagen Typ |I. Kollagen Typ | gehort zu den
natirlichen Bestandteilen der Extrazellul&rmatrix
des Knochens. Kulturplatten wurden vor der Ein-
bringung humaner, 1-2 mm grof3er Knochensplitter
mit Kollagen Typ | vorbeschichtet und unter den
selben Bedingungen, wie in Gruppe Zwei beschrie-
ben, kultiviert.

Zur Spezifizierung der Osteoblasten wurde die
immunhistochemische Farbungen unter Verwen-
dung spezifischer monoklonaler Antikorper gegen
Kollagen Typ | und Bone Morphogenic Protein 2,4
(BMP 2,4) durchgefuhrt (5). Zur elektronenmikro-
skopischen Ausarbeitung wurden die Préparate mit
Glutaraldehyd fixiert, Gber Azeton entwéassert und
mit Gold gesputet.

Ergebnisse

Nach einem Zeitraum der Kultivierung von 29 +6
Tagen konnte in der enzymatisch gewonnen Osteo-
blastenreihe eine Zellzahl von etwa einer halben
Million Osteoblasten erreicht werden. L&t man
hingen die Zellen spontan aus den Knochenstlicken
auswachsen, so wird eine vergleichbare Zellzahl
erst nach 37 + 7 Tagen erreicht.

Der Unterschied dieser beiden Methoden liegt
sicher darin, dal3 einerseits durch die Inkubation in
einem Enzym, in unserem Fall Collagenase Typ Il
fur 24 Stunden, es zu einem Herausl6sen einer gro-
Reren Zellzahl aus der doch sehr kompakten Extra-
zellularmatirx kommt. Im Gegensatz dazu ist bei
der Methode des spontanen Auswachsens der Zel -
len aus den Knochenstucken, die Schwerkraft, die
einzige Motivation fur die Zellen, die kalzifizierte
Extrazellularmatrix zu verlassen. Osteoblasten pro-
duzieren und sezernieren wie in der Literatur
beschrieben und wie auch wir in unseren immunhi-
stochemischen Untersuchungen feststellen konnten
Kollagen Typ |. Dieses gehért zu den naturlichen
Bestandteilen der Extrazellul&rmatrix des Kno-
chens. Durch die Vorbeschichtung der Kulturplat-
ten mit Kollagen Typ | konnte die Zeit bis zum
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Erreichen einer Zellzahl von 500 000 auf 25 + 3
Tage verkirzt werden (Tab.1). Es scheint daher,
daf3 durch das Anbieten von Teilen der Extracellu-
larmatrix an die Osteoblasten, das Auswachsen die-
ser aus den Knochenstlicken beschleunigt werden
kann.

Humane OSTEOBLASTEN: 500.000 Zellen

Kollagen Typ |
25 T Vorbeschichtung
2 Collagenase |1
Gewinnung
spontanes
st =T Auswachsen
0 1'0 2'0 3'0 4'0 5'0
Zet (Tage)

Tab.1 Osteoblasten Zellgewinnung: (500 000 Zellen) Spontan Aus-
wachsend mit Kollagen Typ | Vorbeschichtung, Enzymatisch (Colla-
genase 1), Spontan Auswachsend ohne Vorbeschichtung

In beiden Gewinnungsarten konnten Knochenzel-
len kultiviert werden, die histologisch Osteoblasten
entsprachen. Neben ihrer polygonalen Morphologie
lagen die Osteoblasten oft in Gruppen zusammen
und zeigten in der friihen Phase des prékonfluenten
Monolayers die typische polygonale Formation,
wahrend in der Phase der Konfluenz, eine fischzug-
artige Anordnung sichtbar wurde. In allen Zellkul-
turen, unabhéngig von der unterschiedlichen
Gewinnungstechnik konnte keine Differenz im
Phenotyp noch in der Morphologie der Zellen
gefunden werden. Die immunhistochemische Spe-
zifizierung der Zellen mit Kollagen Typ | und BMP
2,4 ergab bei allen Proben eine positive Farbung
und als negative Kontrolle diente ein monoklonaler
Fibroblasten Antibody und ein Kollagen Typ Il
Antibody. Das Auswachsen der Osteoblasten aus
den Knochensplittern konnte im Elektronenmikro-
skop sehr gut dargestellt und demonstriert werden.
Die Osteoblasten nahmen unmittelbar nach dem
Verlassen der verkalkten Extrazellularmatirx des
Knochens einen innigen Kontakt mit der angebote-
nen kunstlichen Extrazellularmatix — Kollagen Typ
| —auf (Abb.1). Bei der Auswertung unserer Daten
zeigte weder das Alter noch das Geschlecht der
Spender einen Einfluld auf unsere Ergebnisse.
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Abb.1 Elektronenmikroskop: X 3500. Aus Knochensplitter auswach-
sender Osteoblast, Kollagen Typ | Fibrillen als Extrazellularmatrix

SchluR3folgerung

In vielen Forschungslabors wurde in den letzten
Jahren auf dem Gebiet der Isolierung und Kultivie-
rung von humanen Zellen grof3e Fortschritte
gemacht. Tissue engineering als Therapie der
Zukunft, bedarf sicher noch der Klarung mancher
offener Fragen. Durch die Modifizierungen der
Methoden in der Zellgewinnung lassen sich in-
vitro, humane Knochenzellen vermehren und in
weiterer Folge, biologisches — autologes - Kno-
chenersatzmaterial schaffen(6). Die meisten Kon-
zepte sehen dabei die Kultivierung der Zellen auf
bioresorbierbaren Materialien vor. Bislang wurden
verschiedene Zellen wie z.B. Keratinozyten, Hepa-
tozyten, Osteoblasten und Chondrozyten auf unter-
schiedlichen Tragersubstanzen kultiviert,
hauptsachlich. Bei jedem dieser Konzepte war die
Voraussetzung fur den Erfolg, in moglichst kurzer
Zeit eine moglichst grol3e Anzahl an autologen Zel-
len zu erhalten. Wichtig scheint es auch, daf3 durch
die in-vitro Bedingungen und die erforderliche
rasche Zellvermehrung, nicht zu einer Dedifferen-
zierung der Zellen fuhrt. Es mul3 der Osteoblast in
seiner hochdiffernzierten Form erhalten bleiben.

In der vorliegenden Untersuchung ist es uns
gelungen durch die Modifizierung der Gewin-
nungstechnik die primér gewonnene Zellzahl signi-
fikant zZu erhdhen. Durch die
Kollagenvorbeschichtung erreichen wir in einer
ahnlich kurzen Zeit wie bei der enzymatischen
Zellgewinnung eine Zellzahl von ungefahr einer
halben Million Osteoblasten. Der Vorteil dieser
Gewinnung liegt sicher darin, daf3 die Zellen nicht
einer Enzymlésung fur mehrere Stunden ausgesetzt
wurden. Wenn wir auch morphologisch und
immunhistochemisch keine Veranderungen nach-
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weisen konnten, ist nicht sicher auszuschlief3en, ob
bei der Inkubation in einem Enzym, nicht doch die
Zellmembranen bedingt Schaden erleiden.

Bis zum klinischen Einsatz der gewonnenen auto-
logen Knochenzellen ist noch einige Arbeit in
Grundlagenforschung zu investiert, aber dennoch
hoffen wir auf dem Weg zum Ziel wieder einen
kleinen Schritt nach vorne gekommen zu sein.

Unterstitzung

Diese experimentelle Laborarbeit zur biologi-
schen Knochendefektheilung wird durch den Medi-
zinisch — Wissenschaftlichen Fonds des
Bilrgermeisters der Bundeshauptstadt Wien (Pro-
jekt - Nr.: 1873) und durch das Ludwig Boltzmann
Institut fir Biomechanik und Zellbiologie (Lei-
tung o. Univ. Prof. Dr. V. Vécsei) unterstitzt.
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