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Samenvatting

Het verkrijgen van autoloog bot uit de bekkenkam gaat meestal gepaard met morbiditeit
ter plaatse van het donor gebied. Het gebruik van autoloog bot in-vivo maakt differentiatie
tussen het peroperatief geplaatste bot en nieuw gevormd bot lastig met behulp van
rontgenfoto’s. Vanwege deze redenen hebben wij getracht een geschikt alternatief voor
autoloog bot te vinden. Wij hebben een biodegradeerbaar en radiolucent polymeer (poly(L-
lactide-co-caprolacton); PLCL) geévalueerd met en zonder het gebruik van vetstamcellen
zowel in-vitro als in-vivo. Deze stamcellen hebben wij onderzocht in verband met de mogelijk
toegevoegde waarde bij botgroei in-vivo.

Voor de in-vivo experimenten hebben wij een tussenwervelfusie model in de geit
gebruikt. In de geprepareerde tussenwervelschijf ruimte wordt een ‘cage’ (open kooitje)
geplaatst, waardoor bot van de ene wervel, door de cage, naar de andere wervel kan
groeien. Het poreuze PLCL materiaal met en zonder vetstamcellen werd gebruikt als

vulmateriaal voor de cage.

Dit promotieonderzoek is gericht op het optreden van botgroei bij het gebruik van PLCL
met en zonder vetstamcellen in een één-staps procedure. Hiervoor hebben wij de volgende
doelen geformuleerd:

e Het onderzoeken van de haalbaarheid van een één-staps procedure waarin het vet

wordt geoogst en de verkregen vetstamcellen worden teruggeplaatst.

e Het analyseren van het degradeerbare en radiolucente PLCL polymeer als

vulmateriaal voor een wervelcage.

e Het evalueren of het toevoegen van vetstamcellen aan het PLCL materiaal van

toegevoegde waarde is bij wervelfusie operaties.

In Hoofdstuk 2, geven wij een bondig en algemeen overzicht in het gebruik van
biodegradeerbare polymeren in bot tissue engineering. We beschrijven zowel de
terminologie die gebruikt wordt in de polymeertechnologie alsmede de onderwerpen van
biocompatibiliteit en biofunctionaliteit. Het belang van deze twee onderwerpen bij het gebruik
van degradeerbare polymeren in-vivo wordt hierbij onderstreept. Tevens worden enkele
materiaal eigenschappen van polymeren beschreven, welke in biomedische artikelen zouden
moeten worden genoemd bij het gebruik van biodegradeerbare polymeren, ten einde meer
transparantie tussen verschillende onderzoeksgroepen te verkrijgen.

De hypothese van Hoofdstuk 3 was dat de manier van sterilisatie van PLCL

veranderingen in opperviakte eigenschappen van het polymeer teweeg zou brengen, en



derhalve zou leiden tot een verschil in stamcel response. Hiervoor hebben we stamcellen
gekweekt op PLCL folie, die gesteriliseerd waren door middel van een van de volgende drie
technieken: ethyleenoxide gas (EO), plasma sterilisatie (PS) of bestraling met electronen
(electron-beam; E-beam). Significante verschillen in oppervliakteruwheid (EO>PS>E-beam)
en hydrofiliteit (PS>E-beam>EQO) werden waargenomen. Wij vonden een evenredig verband
tussen een toegenomen hydrofiliteit van het oppervliak en een toename in celhechting en
proliferatie snelheid. Voor de osteogene differentiatie van de stamcellen bleek juist
ethyleenoxide de beste resultaten te geven, op basis van de significant hogere activiteit van
het alkalische-fosfatase enzym. Aangezien osteogene differentiatie van deze stamcellen
mogelijk een bijdrage kan leveren tijdens bot tissue engineering, hebben wij ethyleenoxide
gebruikt om PLCL te steriliseren voor de vervolgexperimenten.

Het doel van Hoofdstuk 4 is het beschrijven van de verschillende protocollen om
osteogene differentiatie te induceren in vetstamcellen die momenteel gebruikt worden in ons
laboratorium. Het ontwikkelen en implementeren van deze protocollen is altijd onderhevig
aan continue verbeteringen en kunnen zelfs in beperkte mate verschillen in hetzelfde
laboratorium tussen onderzoekers onderling. Hopelijk leidt de uitwisseling van zulke
protocollen tussen verschillende onderzoeksgroepen tot meer overeenstemming en
uniformiteit in de protocollen. Het uiteindelijke doel is dat verkregen data tussen
verschillende onderzoeksgroepen beter met elkaar vergelijkbaar zijn.

In Hoofdstuk 5 kijken we naar de haalbaarheid van een één-staps procedure, met vers
geoogste vetstamcellen in-vitro. Wij hebben hiervoor twee radiolucente en biodegradeerbare
polymeren geanalyseerd voor de toepassing in kraakbeen en bot tissue engineering. Een
collageen I/1ll polymeer en het PLCL materiaal werden hiervoor bezaaid met een vers
geoogste heterogene celpopulatie (stromal vascular fraction; SVF), waarin zich ook de
vetstamcellen bevinden. De cellen waren snel gehecht aan de polymeren (~10 minuten) en
de gehechte celpopulatie bleek met name uit stamcellen te bestaan, aangezien de niet-
gehechte celpopulatie nauwelijks kolonies kon vormen in-vitro, wat als een van de
kenmerkende eigenschappen van stamcellen wordt gezien. De gehechte celpopulatie was in
staat tot proliferatie en osteogene differentiatie, waarmee de haalbaarheid van de één-staps
procedure bij het gebruik van PLCL als dragermateriaal in-vitro werd aangetoond.

Na deze in-vitro experimenten werd een lumbale intercorporele wervelfusie studie in een
groot diermodel verricht. Dit geitenmodel is eerder gebruikt in onze onderzoeksgroep en voor
dit promotieonderzoek zijn de cages gemaakt van radiolucent polyetheretherketon (PEEK).
In deze kleinschalige geitenstudie, zoals beschreven in Hoofdstuk 6, worden zowel de vers
geoogste vetstamcellen (verkregen via de één-staps-procedure) als gekweekte
vetstamcellen op het PLCL materiaal gezaaid en vervolgens als vulmateriaal van de cage in

de wervelkolom van de geit geimplanteerd. Bij de uitkomsten van deze studie werd met



name gelet op de biocompatibiliteit van het PLCL materiaal, al dan niet gezaaid met vers
geoogste of gekweekte vetstamcellen. Na 1 maand follow-up werden geen lokale en/of
systemische nadelige effecten gevonden. Bovendien, in vergelijking met de autologe bot
groep, waren er meer bloedvaten aanwezig in het PLCL materiaal en zagen wij een
toegenomen bloedvat diameter in de vers geoogste stamcel groep. Vanwege deze gunstige
effecten op de vaatnieuwvorming zou versnelde botformatie wellicht mogelijk zijn.

Derhalve werd er na deze kleinschalige studie een grootschaligere geitenstudie opgezet
met een identieke opzet maar met een langere follow-up van 3 en 6 maanden, om te
onderzoeken of PLCL, al dan niet gezaaid met vers geoogste of gekweekte vetstamcellen,
zou kunnen fungeren als een potentiéle vervanger voor autoloog bot als vulmateriaal voor
een cage (Hoofdstuk 7). In deze studie werd voor het eerst de praktische haalbaarheid van
de voorheen theoretische één-staps procedure voor bot tissue engineering aangetoond in
een (groot) dierenmodel. Het gebruik van zowel het PLCL materiaal als de vetstamcellen
leidde zelfs tot 6 maanden na de operatie niet tot locale en/of systemische nadelige effecten.
Daarnaast maakte het gebruik van het radiolucente PLCL materiaal visualisatie van het
nieuw gevormd bot mogelijk met behulp van gewone réntgenfoto’s. Alhoewel er inderdaad
intercorporele wervelfusie optrad in alle experimentele groepen na 6 maanden, waren de
resultaten te wisselend om gedegen conclusie te trekken ten aanzien van PLCL als een
geschikt vulmateriaal voor de cage en de mogelijk toegevoegde waarde van vetstamcellen in
wervelfusieoperaties.

Hoofdstuk 8 beschrijft de biomechanische analyses van de wervelkolommen van de
geitenstudie uit hoofdstuk 7. Aangezien er verschillende stadia van wervelfusie aanwezig
waren bij de verschillende geiten na de obductie, kon er inzicht verkregen worden in de
afname van beweeglijkheid gedurende het proces van wervelfusie. Een significante afname
in beweeglijkheid in flexie/extensie werd reeds gevonden bij matige botingroei en bij
lateroflexie zelfs bij minimale botingroei in de cage, in vergelijking met de direct
postoperatieve situatie. Deze studie toonde aan dat de stabiliteit in het geopereerde segment
reeds optrad voordat volledige fusie aanwezig was op de rontgenfoto.

Ten slotte, in Hoofdstuk 9, de algemene discussie, worden de resultaten van alle
verrichte experimenten besproken en in een bredere context geplaatst. Vervolgens worden
de beperkingen van de experimenten aangegeven alsmede mogelijk verbeteringen voor

eventuele toekomstige experimenten beschreven.

Concluderend is de praktische haalbaarheid van de één-staps procedure, waarin
vetweefsel wordt geoogst en de vetstamcellen worden gereimplanteerd, voor het eerst
aangetoond in een bone tissue engineering toepassing. Het radiolucente cage vulmateriaal

PLCL, maakte het inderdaad mogelijk om nieuw gevormd bot in-vivo te visualiseren met



behulp van simpele rontgenfoto’s. Tenslotte lijkt PLCL een inferieur vulmateriaal voor de
cage in vergelijking met autoloog bot. De toevoeging van zowel vers geisoleerde als
gekweekte vetstamcellen versnelde het wervelfusie proces niet in deze initiéle studies.
Echter, deze studies hebben verscheidene beperkingen van de experimenten duidelijk

gemaakt, waardoor we in toekomstige experimenten deze factoren kunnen verbeteren.



