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1. Einleitung

Die Versorgung und Rekonstruktion knocherner Defekte als Folge von Traumata,
destruierenden Erkrankungen und kongenitalen Fehlbildungen stellt in der operativen
Medizin einen Schwerpunkt dar. Insbesondere bei der Behandlung von Defekten des
kraniofazialen Skeletts gilt es, neben der anatomischen Wiederherstellung auch den
Anspriichen beziiglich Funktion und Asthetik Geniige zu tun. Es existiert eine Vielzahl von
therapeutischen Strategien, um eine addaquate Knochenrekonstruktion zu erreichen. Diese
entspricht jedoch haufig nicht einer vollstdndigen biologischen Geweberegeneration im
Sinne einer restitutio ad integrum, sondern meist nur einer Reparation. Die derzeit
angewandten Methoden zur Restauration groRerer Defekte beinhalten die Implantation

eines Ersatzmaterials zur Rekonstruktion des fehlenden Knochengewebes.

1. 1 Klinische Rekonstruktion knécherner Defekte

Als Ersatzmaterial kann ein Eigentransplantat des Patienten aus einer anderen Skelettregion
herangezogen werden, ein sogenannter ,autologer” Knochenersatz. Nach wie vor wird
dieses Vorgehen aufgrund der hohen mechanischen und immunologischen Kapazitit des
patienteneigenen Knochens, gepaart mit einer guten psychosozialen Akzeptanz favorisiert
(Artico et al. 2003). Um Knochendefekte nach Unfallen, Tumoroperationen oder infolge von
kongenitalen Fehlbildungen zu decken, gelten Transplantate von korpereigenem Knochen
aktuell weiterhin als Goldstandard (Seitz 2008). Allerdings zieht die Verwendung eigenen
Knochengewebes, die immer mit dem Schaffen eines zweiten Knochendefektes in der
Spenderregion verbunden ist, die Risiken einer weiteren Operation nach sich und ist mit
einer erhohten postoperativen Morbiditdt behaftet (Warnke et al. 2004). Eine weitere
Schwierigkeit dieses Verfahrens besteht in der limitierten Verfligbarkeit an eigenem
Knochen, der als Spenderknochen geeignet ist. In der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie
kommen ab einer DefektgrofRe von etwa 5 cm neben Transplantaten aus dem Beckenkamm
auch Fibulatransplantate, Scapula- oder Rippentransplantate zum Einsatz (Springer et al.
2004).

Als weiteres Material zur Rekonstruktion von kleineren Knochengewebsdefekten steht
vorbehandelter humaner Spenderknochen, der in der Literatur meist als ,Allograft” oder

Ill

,alloplastisches Material” gefiihrt wird, zur Verfligung. Dieses Material wird ebenfalls schon



seit vielen Jahren insbesondere in der orthopadischen Chirurgie klinisch verwendet, stellt
aber ein potenzielles immunologisches Risiko dar und eine Krankheitsiibertragung in Form
von Viren kann nicht vollig ausgeschlossen werden (Giannoudis et al. 2005). Neben der
fraglichen psychischen Akzeptanz des einzelnen Patienten hat sich allogenes
Knochenmaterial im Vergleich zu autologem Knochen als weniger effektiv erwiesen

(Finkemeier 2002).

1.2 Tissue Engineering von Knochengewebe

Infolge des hohen Bedarfs an geeignetem Material zur Knochenrekonstruktion begann die
Suche nach anderen, nicht mit den dargestellten Nachteilen behafteten
Knochenersatzmaterialien. Die wissenschaftliche Erforschung einer biologischen
Gewebsregeneration wird unter dem interdisziplindren Begriff des ,Tissue Engineering”
vereint, bei dem Aspekte aus Biologie, Medizin und Materialforschung zusammenflieBen. Ein
Spezialgebiet stellt darunter das ,,Bone Engineering”, die Ziichtung neuen Knochengewebes,
dar. Im Fokus des Interesses steht hierbei die Interaktion von Zellen, Wachstumsfaktoren
und einer Matrix, die im Sinne einer Extrazellularmatrix ein geeignetes Mikroklima erzeugt.
Fir die Synthese eines optimalen Gewebeersatzes besteht daher die Zielsetzung, die
Nachteile einer Transplantatentnahme und einer potenziellen Immunreaktion oder

Infektionstibertragung zu umgehen.

Die Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche klinische Anwendung eines jeden
Ersatzmaterials zur Defektrekonstruktion im Knochengewebe ist dessen Osseointegration,
im Sinne einer echten knochernen Verbindung zwischen Wirtsknochen und
Transplantatmaterial (Constantino und Freidman 1994). Die Knochenbildung ist ein Resultat
einer komplexen Kaskade von Ereignissen, bei der aus unreifen Vorlduferzellen schliefilich
Osteoblasten entstehen, die Extrazelluldarmatrix bilden, welche durch Mineralisation zu
Knochengewebe umgeformt wird. Fir ein erfolgreiches Bone Engineering sind daher
mehrere Faktoren entscheidend: eine Zelldifferenzierung hin zu Osteoblasten
beziehungsweise die Verwendung geeigneter differenzierter Zellen, eine biologische
Kontrolle des Knochenwachstums und der Differenzierung sowie addaquate Matrizen, die
eine Zellmigration, Zelladhdsion und -proliferation unterstiitzen (Service 2000 und Reddi

2000).



1.3 Knochenersatzmaterialien

Die wissenschaftliche Arbeit der letzten Jahre hat zusatzlich zu autologen und allogenen
Transplantaten eine Vielzahl von synthetischen Knochenersatzmaterialien hervorgebracht,
dies sind hauptsachlich Hydroxylapatite, Calciumphosphate, Polymere, Komposite, bioaktive
Glaser und Kollagene. Alle diese Biomaterialien, gleichgiiltig ob sie permanent oder
biodegradierbar sind, sollen eine Knochenneubildung hervorrufen. Eine grundsatzliche
Unterscheidung wird bezliglich des Ursprungs des neugebildeten Knochengewebes auf den
Matrizen getroffen: Ein Material wird als ,osteoinduktiv’ bezeichnet, wenn es eine
Stimulation mesenchymaler Stammzellen des Wirtsorganismus bewirkt und sich diese Zellen
zu knochenproduzierenden Osteoblasten entwickeln. Dahingegen hat ein Material
definitionsgemaR eine ,,osteokonduktiven Wirkung”, wenn es lediglich die Orientierung von
BlutgefaBen hin zum Defektgebiet sowie eine Bildung von Havers-Systemen im Knochen
erleichtert (Cypher et al. 1996) oder als Folge seiner Form und Oberflachenstruktur die
Knochenformierung auf seiner Oberfliche begiinstigt (Giannoudis et al. 2005). Ein
Biomaterial, das nachgewiesenermalien sowohl osteokonduktiv als auch osteoinduktiv ist,
ist autologer Knochen, wohingegen alle synthetischen Knochenersatzmaterialien lediglich

osteokonduktive Kapazitdaten aufweisen (Bishop und Einhorn 2007).

Bereits vielfach untersuchte Matrizen zur Kultivierung neuen Knochengewebes sind
xenogenes bovines Hydroxylapatit (Bio-Oss®), synthetisch hergestelltes Hydroxylapatit und
B-Tricalciumphosphat. Hydroxylapatit wird klinisch bereits in der orthopadischen Chirurgie
und in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie verwendet. Es ist eines der vielversprechendsten
Materialien fiir die Implantation im humanen Gewebe aufgrund seiner exzellenten
Biokompatibilitdt und seiner Bioaktiviat (Turhani et al. 2007). Allerdings hat sowohl
synthetisches Hydroxylapatit als auch bovines Hydroxylapatit lediglich eine osteokonduktive

Wirkung und keine osteoinduktive (Janssen et al. 2006).

Synthetisches Hydroxylapatit konnte zusammen mit rhBMP-2, im Rattenmodell subkutan
implantiert, eine bessere Osteoinduktion hervorrufen als B-Tricalciumphosphat (Alam et al.
2001). Der bovine Hydroxylapatit-Trager Bio-Oss® wurde in vielen randomisierten Studien
getestet und ist eines der am besten dokumentierten Biomaterialien. Bio-Oss® kann als ein
etabliertes Knochenersatzmaterial angesehen werden, das auch klinisch bereits mit Erfolg

zur Rekonstruktion groBer Defekte eingesetzt wurde. Vorteilhaft ist an synthetischem



Hydroxylapatit und bovinem Hydroxylapatit, dass beide Materialien in Form von pordsen
Blocken die Durchbauung mit neuem Knochengewebe erlauben und gleichzeitig eine stabile

Leitschiene fiir die Knochenneubildung darstellen.

1.4 Bone Morphogenetic Proteins

Die eingangs beschriebenen Knochenersatzmaterialien besitzen keine osteoinduktive
Potenz. Die Differenzierung von Stammzellen zu knochenbildenden Zellen muss durch
andere Zusatze stimuliert werden. Bereits in den 1960er Jahren wurde im Zusammenhang
mit der Implantation von demineraliserter Knochenmatrix in Nagern eine ektope, also eine
Knochenbildung in nicht skelettalem Gewebe beobachtet (Urist 1965). Im Jahre 1988
wurden erstmals die verantwortlichen Proteine isoliert und als Bone morphogenetic proteins
bezeichnet (Wozney et al. 1988 und Wang et al.1988). Seitdem sind die Bone morphogenetic
proteins, auch kurz ,,BMP“, und der Prozess der Osteoinduktion Gegenstand intensiver

Forschung.

Die Bone morphogenetic proteins sind Teil der Transforming growth factor-beta (TGF-B)-
Superfamilie, zu der noch andere Wachstums- und Differenzierungsfaktoren zahlen (Wozney
1989, Massague 1990). Derzeit sind flinfzehn Untertypen der BMPs identifiziert und
charakterisiert worden. Gemeinsam ist allen BMPs der molekulare Aufbau des reifen
Proteins aus Polypeptid-Dimeren, wobei das Molekiil sowohl als Homodimer als auch als
Heterodimer aktiv ist (Wozney et al. 1988 und Celeste et al. 1990). Die Signaltransduktion
erfolgt bei allen BMPs Uber zwei membranstandige Serin/Threonin-Rezeptorkinasen, den
Typ |- (mit A- und B-Untertypen) und den Typ lI-Rezeptor. Beide Rezeptoren interagieren
miteinander und Uber die anschlieRende Aktivierung intrazelluldrer Proteine der Smad-
Familie werden molekulare Transkriptionsfaktoren direkt reguliert (Graff et al. 1996 und
Padgett et al. 1998). Bone morphogenetic proteins haben in in vitro- Studien eine Wirkung
auf multipotente Zellen gezeigt, wobei insbesondere dem Differenzierungsgrad der Zellen
eine entscheidende Bedeutung beigemessen wurde (Yamaguchi et al. 1996). Reife, von der
Maus stammende Osteoblasten und Fibroblasten konnten im Zellkulturversuch durch eine
Behandlung mit BMP-2 nicht angeregt werden, osteogene Parameter zu exprimieren
(Katagiri et al. 1994), hingegen sprachen Myoblasten auf eine BMP-Gabe an, da diese Zellen

noch in der Lage sind, den Entwicklungsweg hin zu osteogenen Zellen einzuschlagen (Bosch



et al. 2000 und Levy et al. 2001). Daher ist das Muskelgewebe fiir das Bone Engineering von
besonderer Bedeutung. Bei intramuskuldrer Anwendung wurde eine hohere
Osteoinduktivitdt unter Einsatz geringerer BMP-Konzentrationen im Vergleich zur
subkutanen BMP-Gabe beobachtet (Katagiri et al. 1997 und Yoshida et al. 1998). Auch
hdamatopoetischen Zellen wurden durch Bone morphogenetic proteins zur osteogenen
Differenzierung stimuliert (Doherty et al. 1998). In in vitro-Experimenten mit murinen
Stammzellen konnte gezeigt werden, dass ein fiir das BlutgefaBwachstum verantwortlicher
Faktor (Vascular endothelial growth factor-a) die BMP-Wirkung verstarkt und gleichzeitig
BMPs auch die Angiogenese fordern (Deckers et al. 2002 und Street et al. 2002). Die
Forschungsergebnisse der letzen Jahre haben ergeben, dass BMPs keineswegs nur die
Entwicklung des  Knochengewebes beeinflussen, sondern als  multipotente
Differenzierungsfaktoren auch bei der Entstehung einer Vielzahl anderer Gewebe beteiligt

sind (Groeneveld und Burger 2000).

Die Isolation von BMPs aus tierischem und humanem Knochen ist mit einem hohen
Materialeinsatz fiir die Gewinnung einer ausreichenden BMP-Menge verbunden. Dies hat
zur Entwicklung von Techniken gefiihrt, mithilfe derer diese Proteine gentechnisch im
Laborverfahren hergestellt werden kénnen. Die Isolation von humaner DNA, die fiir BMPs
codiert, hat es ermoglicht, diese Proteine in entsprechenden Vektoren zu klonen und in
heterologen Systemen zu exprimieren, beispielsweise in Bakterien oder Viren. Auf diese
Weise konnte rekombinates humanes BMP in grofleren Mengen produziert werden
(Granjeiro et al. 2005), welches von einigen Autoren als wirksamer beschrieben wurde als

das aus Knochenmaterial isolierte BMP.

1.5 Rekombinantes humanes BMP-2

Rekombinantes humanes BMP-2 (rhBMP-2) ist ein besonders gut erforschtes, gentechnisch
hergestelltes BMP. BMP-2 wurde 1988 erstmalig geklont (Wang et al. 1988) und BMP-2,
insbesondere rhBMP-2 weist eine hohe osteoinduktive Wirkung auf (Wang et al. 1990 und
Giannoudis et al. 2005). In einer vergleichenden Untersuchung der bekannten BMPs
ordneten Cheng und Mitarbeiter 2004 in der Hierarchie der osteogenen Aktivitdit BMP-2 an

hochster Stelle ein. Im Tiermodell fand rhBMP-2 vielfach erfolgreiche Anwendung



(Groeneveld und Burger 2000) und auch liber den Einsatz am Menschen wurde positiv
berichtet. Im Jahre 2002 wurde BMP-2 zur Applikation in der humanen Spinalchirurgie durch
die FDA (Food and drug administration, USA) zugelassen. Seitdem wurden in mehreren
Studien eine bessere Frakturheilung und eine reduzierte Infektionsrate bei Verwendung von
rhBMP-2 in der  orthopadischen Chirurgie  von  Tibiafrakturen und
Wirbelsdulendeformationen erreicht (Axelrad und Einhorn 2009). Der Haupteffekt des
rhBMP-2 besteht in der Osteoinduktion in vivo (Vehof et al. 2002), nach dem Prinzip der
enchondralen Ossifikation entsteht aus Knorpelgewebe durch Mineralisations- und
Umbauprozesse vitales Knochengewebe (Wang et al. 2000, Nakagawa et al. 2001). Eine
heterotope Knochenneubildung konnte im Rattenmodell auch im Weichgewebe induziert
werden (Inoda et al. 2007). In klinischen Studien wurde eine Verbesserung des Reifungs- und
Mineralisationsprozesses des neu gebildeten Knochens durch den Einsatz von rhBMP-2

gezeigt (Jung et al. 2003).

1.6 Intramuskuldre Endokultivierung heterotopen Knochens

Ein weiterer Meilenstein des Bone Engineering stellt die Nutzung des Patientenorganismus
als Bioreaktor fiir die Generierung eines Knochenersatzes dar. Diese Methode wurde zuerst
im Tiermodell angewandt: 1997 wurde von Levine und Mitarbeitern im Kaninchenmodell
nach Applikation von Hydroxylapatit und BMP in subperiostaler Lage eine
Knochenneubildung beobachtet. Terheyden, Warnke und Mitarbeiter fliihrten 2001 eine
Mandibularekonstruktion bei Minischweinen mit zuvor in deren Musculus latissimus dorsi
unter Einsatz von Bio-Oss®-Matrizen und BMP-7 herangeziichtetem vaskularisierten
Knochenersatz durch und etablierten so die Technik der intramuskuldre Endokultivierung .
Im Jahre 2004 gelang es Warnke und Mitarbeitern, bei einem Patienten einen
Unterkieferdefekt nach Tumorchirurgie mit einem im Musculus latissimus dorsi des
Patienten herangeziichteten dreidimensional individuell geformten vaskularisierten
Defektersatz zu rekonstruieren. Dennoch stellt eine homogene Vaskularisierung des
endokultivierten Knochens nach wie vor eine Herausforderung dar. Zudem ist der
herangeziichtete Knochen hauptsachlich spongios und die dreidimensionale Form des

verwendeten Bio-Oss®-Materials musste mittels eines Titangitters stabilisiert werden. Da



speziell bei Schadel-Rekonstruktionen komplexe Formen vorliegen, konnen keine
vordefinierten Standardgeometrien verwendet werden.

Es stellt eine besondere Herausforderung dar, ein synthetisches Knochenersatzmaterial
computergestiitzt individuell zu gestalten, das eine ausreichende Stabilitdt fiir die
Rekonstruktion grofer Knochendefekte aufweist. Untersuchungen von Seitz et al.
beschaftigen sich momentan mit der auf Patientendaten basierenden Entwicklung von
computerdesigntem Knochenersatzmaterial. Eine weitere Unwegbarkeit stellt die
UberschieBende Knochenbildung auflerhalb der Matrizen dar, eine ektope

Knochenformation, die haufig zu beobachten war (Linde & Hedner 1995).

1.7 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

In den meisten publizierten Studien wurde BMP-2 wahrend der Implantation der Matrizen
simultan verabreicht. Jedoch befinden sich in der Matrize zu diesem Zeitpunkt keinerlei
Weichgewebe und Blutgefile und somit auch keine residenten mesenchymalen
Stammzellen. Es wird postuliert, dass Knochenersatzmaterialien am Spenderort zusammen
mit einer adaquaten Quelle von Osteoblastenvorlduferzellen inseriert werden miissen, um
das volle osteogene Potenzial des BMPs auszuschopfen (Bauer 2007). In einigen
Untersuchungen wurde BMP, das bereits in resorbierbares Tragermaterial integriert war,
implantiert (Ruhe et al. 2003; Saito et. al 2003 und Karageorgiou et al. 2006) und dadurch
wurde eine konstante Abgabe des BMPs liber einen ldngeren Zeitraum erreicht (Hollinger et
al. 1998 und Issa et al. 2008). Bei Vorimplantation des Knochenersatzmaterials ist das
Einwachsen von Weichgewebe und die Ausbildung einer BlutgefaBversorgung moglich,
bevor in einem zweiten Eingriff BMP dazugegeben wiirde, so dass eine derart verzogerte
BMP-Applikation auf ein glinstigeres Mikroklima in der Matrize treffen kénnte. Durch das
Einwachsen von Weichgewebe kénnten bereits mesenchymale Stammzellen vorhanden sein,
die die BMP-Wirkung verstarken und die Osteoinduktion steigern und verbessern.

Das Ziel dieser Arbeit war es, im Rattenmodell die Knochenneubildung mittels
intramuskuldrer Endokultivierung bei simultaner rhBMP-2-Gabe mit derjenigen
Knochenneubildung nach einer verzogerten rhBMP-2 Injektion zu vergleichen und durch
Alteration der Verzogerungsintervalle den besten Zeitpunkt fir eine Applikation von rhBMP-

2 zu finden.



2. Material und Methode

Die Versuche dieser Studie sind vom Ministerium fir Landwirtschaft, Umwelt und landliche
Rdume des Landes Schleswig-Holstein gemall § 8 Abs.1 des Tierschutzgesetzes in der
Fassung vom 25.04.2006 genehmigt worden (Tierversuchserlaubnis V-742-72241.121-14 39-
5/04).

Die vorliegende experimentelle Versuchsreihe beinhaltet einen Vorversuchsteil in Form

einer Pilotstudie und einen Hauptversuchsteil.

2.1. Versuchsaufbau im Vorversuch

Fir den Vorversuch wurden 6 speziell geziichtete Albinoratten des Lewis-Stammes
verwendet. Alle Tiere waren weiblichen Geschlechts und zu Beginn des Versuchs ca. 3
Monate alt. Mithilfe von rekombinantem humanem bone morphogenetic Protein-2 (Produkt
InductOs® der Firma Wyeth Europa Ltd., Maidenhead Berkshire, UK, enthélt Dibotermin a in
wassriger Losung) und dem  Hydroxylapatit-Trager Bio-Oss® (demineralisierte
Rinderspongiosa, Fa. Geistlich Pharma AG, Wolhusen, CH) sollte die Osteoinduktion bei
gleichzeitiger Implantation beider Materialien und bei verzégerter BMP-Gabe 4 Wochen
nach der Implantation des Tragers verglichen werden. Auf diese Weise wurde in jedem Tier
ein Modell geschaffen, in dem sowohl die simultane Applikation des BMP-2 als auch die um
4 Wochen verzogerte Zugabe des BMP-2 in einem Tier untersucht werden konnte und so
unabhangig von interindividuellen Unterschieden in einem Organismus miteinander

verglichen werden konnte.

In einem ersten Eingriff wurde den Tieren auf der linken Seite in einer Tasche oberhalb des
Musculus latissimus dorsi ein Bio-Oss®-Block implantiert. Nach einer Einheilphase von 4
Wochen wurde in einer zweiten Operation ebenfalls auf der rechten Seite supramuskular ein
Bio-Oss®-Block eingesetzt und auf die Blécke beider Seiten intraoperativ. rhBMP-2

aufgebracht.

2.2 Versuchsaufbau im Hauptversuch

Der Hauptversuch lief grundsatzlich wie der Vorversuch ab, allerdings kamen anstelle der
Bio-Oss®-Blocke jetzt speziell hergestellte synthetische Hydroxylapatit-Blécke zusammen mit

rhBMP-2 der Firma Wyeth Europa Ltd. ( Minster, D) fiir die Endokultivierung neuen



Knochengewebes zum Einsatz. Insgesamt 24 weibliche Albinoratten des Lewis-Stammes
wurden in drei Versuchsgruppen zu je 8 Tieren eingeteilt. Zunachst wurde in einem
operativen Eingriff allen Tieren auf der linken Seite auf dem Musculus latissimus dorsi ein
Hydroxylapatit-Block eingepflanzt. Den Tieren der ersten Gruppe wurde nach 4 Wochen
Verzdgerung im Anschluss an die erste Operation auf der Gegenseite der Block implantiert
und beidseits rhBMP-2 verabreicht. Bei Gruppe 2 wurde ein Zeitintervall von zwei Wochen
gewadhlt, nach dem der zweite Block implantiert und rhBMP-2 gegeben wurde, fir Gruppe 3

wurde das Zeitintervall auf eine Woche Verzogerung festgelegt.

2.3 Tierhaltung

Nach dem ersten chirurgischen Eingriff wurden die Versuchstiere in Einzelkafigen mit
durchsichtiger Unterschale vom Typ PC 3108 der GrofRe 40 x 23 x 22 cm in einem getrennten
Raum bei 24°C und kinstlicher Beleuchtung untergebracht. Sie erhielten tGiber den gesamten
Versuchszeitraum téaglich frisches Streu und Frischwasser sowie Standardtiernahrung ad

libitum (ssniff®-Trockenfutter, Fa. ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, D).
2.4 Narkose

Alle chirurgischen Eingriffe und die computertomographischen Untersuchungen fanden in
Narkose statt. Dazu wurde gewichtsadaptiert 1 pl Ketamin pro Gramm Korpergewicht und
0,6 wl Xylazin pro Gramm Korpergewicht intraperitoneal injiziert. Durch diese kombinierte
Injektion wurde eine etwa 45 minitige Analgesie und Sedierung der Tiere erreicht. Die
verwendeten Prdparate waren Ketanest® S (10 %), Pfizer Pharma GmbH Berlin, D, mit dem
Wirkstoff Ketaminhydrochrorid und Rompun® (2 %), Bayer Vital GmbH Leverkusen, D, das
den Wirkstoff Xylazinhydrochlorid enthélt. Die Versuchstiere wurden vor jeder Narkose
gewogen und die notige Dosis an Ketamin und Xylazin wurde individuell gewichtsabhangig
bestimmt. Ob eine ausreichende Narkosetiefe bestand, wurde anhand des Verschwindens
von Abwehrreflexen und des LidschlufRreflexes lberprift. Unter der Narkose wurden die
Augen der Tiere fortwdahrend mit NaCl-Losung oder Bepanthen®-Augensalbe (Fa. Bayer Vital
GmbH, Leverkusen, D) benetzt und die Korpertemperatur mit Warmflaschen stabilisiert. Eine

Uberwachung der Tiere bis zum Ende der Narkose war stets gewihrleistet.
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2. 5 Ablauf des Vorversuchs

6 weibliche Albinoratten des Lewis-Stammes wurden operiert, die Tiere waren zu Beginn des
Versuchszeitraumes etwa 3 Monate alt und das Kérpergewicht betrug zu diesem Zeitpunkt
200 g. Alle Tiere befanden sich zu Beginn des Versuches in einem guten korperlichen

Zustand.

2.5.1 Erster operativer Eingriff:

Einseitige Implantation eines Bio-Oss®-Blocks ohne Zugabe von rhBMP-2

Der operative Zugang zum linken Musculus latissimus dorsi erfolgte tiber eine paramediane
Inzision links der Brustwirbelsdule mit einem sterilen Einmalskalpell. Zur Aufnahme des Bio-
Oss®-Blocks wurde mit Kontakt zum Musculus latissimus dorsi eine Tasche prapariert. Die 2 x
1 x 1 cm groBen Blocke waren zuvor mit steriler NaCl-Losung gespuilt worden und wurden
mit einer Pinzette in die prafabrizierten Muskeltaschen eingelegt. AnschlieBend wurden die
Taschenrander spannungsfrei adaptiert und mit resorbierbarer Naht der Starke 4-0 und 3-0
wurde die Inzisionswunde mittels einer Riickstichnaht und Einzelknopfndhten schichtweise

verschlossen.

2.5.2 Zweiter operativer Eingriff:

Kontralaterale Implantation eines zweiten Bio-Oss®-Blocks und rhBMP-2-Applikation
beidseits

Das Operationsfeld wurde mittels Rasur freigelegt und desinfiziert. Uber einen
paramedianen Schnitt rechts der Brustwirbelsdule wurde der Zugang zum rechten Musculus
latissimus dorsi gewdhlt und es wurde in gleicher Weise wie zuvor eine intramuskulare
Tasche prapariert. Bevor die Bio-Oss®-Blocke implantiert wurden, wurden sie mit steriler
NaCl-Losung gespult. Auf der linken Seite wurde der bereits vier Wochen zuvor implantierte
Block aufgesucht und ein Zugang zum Auftrdaufeln des rhBMP-2 prapariert. Das rhBMP-2-
Praparat war bis zum Einsatz gekiihlt gelagert worden und je Block wurden 100 pg rhBMP-2
(Produkt InductOs® der Firma Wyeth Europa Ltd., Maidenhead Berkshire, UK) verabreicht.
Die Wundrander wurden mit resorbierbarer Naht der Starke 4-0 und 3-O wie im ersten

Eingriff adaptiert und verschlossen.
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2.5.3 Computertomographie

Direkt im Anschluss an den zweiten operativen Eingriff erfolgte in Narkose (siehe Kapitel 2.3
Narkose) eine computertomographische Untersuchung der Implantatregion ohne Gabe von
Kontrastmittel. Der Scan wurde mit einem Somatom®-Gerat der Siemens AG, Erlangen, D,
durchgefiihrt unter Ausgabe von Einzelschichten der Schichtstarke 0,5 mm und einer
dreidimensionalen Datenrekonstruktion. Die verwendeten Gerateeinstellungen waren: 210
mAs Stromstarke, 120 kV Spannung und 46,82 mGy applizierte Strahlendosis.

Weitere computertomographische Untersuchungen wurden immer mit den gleichen
Einstellungen 2, 4 und 6 Wochen nach Implantation des rechten Bio-Oss®-Blocks
vorgenommen. Eine letzte Untersuchung erfolgt direkt nach der Tétung der Tiere 8 Wochen

nach Implantation des zweiten Blocks.

Die Bestimmung der Knochendichte im Bereich der Implantate wurde geblindet
vorgenommen, um eine Verfdlschung der Ergebnisse zu vermeiden. Die Dichtemessung
wurde anhand einer Volumenmessung mit dem Software Syngo® der Firma Siemens AG,
Erlangen, D, durchgefiihrt, wobei als Auswertgrenzen 150 Hounsfield Units und 3000
Hounsfield Units festgelegt worden waren. Durch diese Limitation wurde sichergestellt, dass
kein Weichgewebe fiir die Auswertung herangezogen wurde. Die Detektion der zu
messenden Areale wurde schichtweise manuell vorgenommen und graphisch dargestellt.
Das Volumen der markierten Bereiche wurde berechnet und dessen Dichte in Hounsfield
Units bestimmt. Als Ausgangswert fir die Dichte diente das jeweilig erste CT eines Blockes,
mit dem die Dichteveranderungen durch Osteoinduktionsprozesse in den folgenden CT-

Untersuchungen verglichen werden konnten.

2.5.4 Polychrome Sequenzmarkierung

Zwei Wochen nach der zweiten Operation wurde mit der intraperitonealen Injektion von
Fluorochromen begonnen, um den Zeitraum, in dem eine Knochenneubildung stattgefunden
hat, ndher bestimmen zu kénnen. Vor der Verwendung wurden die Fluorochrome auf einen
pH-Wert von 7,2 eingestellt und steril filtriert. Bis zur Toétung der Tiere erfolgte wochentlich

die gewichtsadaptierte Gabe eines Fluoreszenzfarbstoffes:
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2. Woche nach | Xylenol Orange (6% in 2% NaHCOs, 1,5 ml / kg
BMP-Gabe (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) Korpergewicht)

3. Woche nach | Calcein Griin (1% in 2% NaHCOs;, 5 ml / kg
BMP-Gabe (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) Korpergewicht).

4. Woche nach | Alizarin (3% in 2% NaHCOs, 0,8 ml / kg
BMP-Gabe (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) Korpergewicht)

5. Woche nach | Doxycyclin Ratiopharm SF® (1mg/kg Korpergewicht)
BMP-Gabe (Ratiopharm, Ulm, D)

6. Woche nach | Xylenol Orange (6% in 2% NaHCOs, 1,5 ml / kg
BMP-Gabe (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) Korpergewicht)

7. Woche nach | Calcein Griin (1% in 2% NaHCOs;, 5 ml / kg
BMP-Gabe (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) Korpergewicht).

Tabelle 1: Fluorochrominjektion nach rhBMP-2-Gabe mit den jeweiligen gewichtsabhangigen
Dosierungen

2.5.5 Totung der Tiere und Entnahme der Proben

Nach einem Versuchszeitraum von insgesamt 12 Wochen wurden die Tiere 8 Wochen nach
Implantation des zweiten Bio-Oss®-Blocks und Gabe von rhBMP-2 mit einer Uberdosis
Kohlendioxid-Gas getotet. Es erfolgte die computertomographische Untersuchung (siehe
Kapitel 2.5.3 Computertomographie) der getodteten Tiere und im Anschluss daran die
Entnahme der implantierten Blocke mit ca. 0,5 cm umgebenden Gewebes. Die Proben
wurden mit 4 %igem Formalin fiir 14 Tage fixiert. Die histologischen Praparate wurden in
beiden Versuchsteilen auf die gleiche Weise hergestellt, das Verfahren wird im Folgenden

genauer dargelegt.
2.5.6 Komplikationen im Vorversuch

Ein Tier verstarb unter der Narkose bei der zweiten Operation. Im Gebiet des rechten
Implantats entwickelte sich bei zwei Ratten ein Serom, das sich jedoch bis zum
Versuchsende weitestgehend zurlickbildete. Bei zwei Tieren wurden
Wundheilungsstorungen an den Inzisionswunden der rechten Implantate beobachtet, die in

einer partiellen Implantatexposition resultierten (vergl. Abb.A ).
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2.6 Ablauf des Hauptversuches

Gruppe A : Versuchs-
Implantation des linken Blocks beginn

l 1.CT I

Gruppe B: 2 Wochen
Implantation des linken Blocks

Gruppe C:
L e ] uPp
Implantation des linken Blocks
I 1.CT I

Implantation des rechten . Implantation des rechten
e h B
Blocks und beldbseltlge ITJF:;?::E;.:;Z ge'\c/lg-ezeral‘zzks Blocks und beidseitige BMP-2- 4 Wochen
MP-2-Gabe Gabe
2.CT I 2.CT I I 2.CT l
3.CT
3.CT 6 Wochen
3.CT
il a.cr 8 Wochen
12Wochen

Opferung der Tiere Opferung der Tiere Opferung der Tiere
Lscr ] 5. CT 5. CT \/

Abbildung 1: Schematischer Ablauf des Hauptversuchs in drei Gruppen

Mit dem Ziel, unterschiedliche Einheilungszeitraume bzw. Verzégerungsintervalle der BMP-
Applikation miteinander zu vergleichen und einer simultanen Implantation der Matrize und
des BMPs gegeniiberzustellen, wurden im Hauptversuch mehrere Versuchsgruppen gebildet.
Insgesamt 24 weibliche Albinoratten des Lewis-Stammes wurden mit einem
durchschnittlichen Ausgangsgewicht von 200g und einem Alter von etwa 4 Monaten
operiert. Die Versuchstiere wurden, wie in Abbildung 1 ersichtlich, in drei Gruppen von je 8
Tieren eingeteilt. Die Zeitrdume, um die die BMP-Gabe nach der Implantation des Blockes

verzogert wurde, wurden folgendermaRen gewahlt:
Gruppe A: BMP-Gabe links 4 Wochen verzogert, rechts simultan
Gruppe B: BMP-Gabe links 2 Wochen verzogert, rechts simultan

Gruppe C: BMP-Gabe links 1 Woche verzogert, rechts simultan
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2.6.1 Material im Hauptversuch

Als Wachstums- und Differenzierungsfaktor kam wie bereits im Vorversuch rhBMP-2,

Produkt InductOs® der Firma Wyeth Europa Ltd., Maidenhead Berkshire, UK, zum Einsatz.

Anders als im Vorversuch wurde in dieser Versuchsreihe jedoch ein synthetischer
Hydroxylapatit-Trager implantiert, dessen Herstellungsverfahren kurz erldutert wird. In
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Fluidtechnik und Mikrofluidtechnik der Universitat
Rostock wurden in einem dreidimensionalen Druckverfahren aus synthetischem
Hydroxylapatit-Granulat HA SP 19 (Friedrich-Baur-Institut, Bayreuth, D) als Basis und einer
Polymerlosung als Bindemittel direkt aus Computerdaten malRgeschneiderte Modelle
hergestellt. Dazu wurden diinne Schichten des Hydroxylapatit-Pulvers auf eine Grundplatte
aufgebracht, die dann durch gezielte Binderzugabe entsprechend des gewlinschten Bauteils
verdichtet wurden. Die von uns verwendeten Blocke bestanden aus gebundenem
Hydroxylapatit-Pulver, das ungebundene Pulver ibernahm eine Stitzfunktion und wurde
nach Ende des Herstellungsprozesses entfernt. Wie beim etablierten 3-D-Druckverfahren zur
Herstellung keramischer Implantate resultierte aus dem Verfahren ein Griinkdrper, der in
einem weiteren Vorgang bei einer Temperatur von 1250°C gesintert wurde. Dadurch wurde
eine hohe Endfestigkeit erreicht und die eingesetzten organischen Bestandteile des
Bindemittels wurden vollstandig ausgebrannt. Das Verfahren des dreidimensionalen
Druckens von individuellem Knochenersatzmaterial wurde von Seitz im Jahre 2008 erprobt

und beschrieben.

Die geometrischen Besonderheiten des auf diese Weise hergestellten Hydroxylapatit-
Korpers waren der gestufte Aufbau einer Langsflache und ein Kanal im Zentrum, der langs
den gesamten Block durchzog und einen Querschnitt in Form eines Kreuzes mit vier
Auslaufern im Verlauf der Ebenen des Blocks besal3. Neben diesem Zentralkanal besaRen die
Matrizen im gesamten Volumen interkonnektierende Porositdten mit einem Durchmesser
von 500 um (vergleiche Abb.2) Die AuRenabmessungen des Blocks betrugen an den groRten

Stellen2x1x1cm.

Die zur Hauptinzision hin orientierte Seite des Blockes wurde soweit moglich abgerundet

hergestellt, um mogliche Spannungen der Haut Gber den Blockkanten zu minimieren.



15

Abbildung 2: Im 3-D-Druckverfahren
hergestellter Hydroxylapatit-Block. Der weilRe
Balken markiert eine Strecke von 1 cm. Mittig

ist der Zentralkanal zu erkennen (Pfeil).

2.6.2 Erster operativer Eingriff: Implantation eines Hydroxylapatit-Blocks zur

Weichgewebsintegration ohne rhBMP-2

Es wurden jeweils 8 Tiere an einem Tag operiert. Begonnen wurde mit den Tieren der
Gruppe A, zwei Wochen spater wurden die Tiere der Gruppe B operiert und drei Wochen
nach dem ersten Eingriff wurde die Implantation des ersten Blockes bei den Tieren der
Gruppe C vorgenommen (vergl. Abb. 1). Die Vorbereitung der Tiere erfolgte bereits unter
Narkose (siehe Kapitel 2.3 Narkose) durch Rasur des Operationsfeldes und Hautdesinfektion.
Der operative Zugang zum linken Musculus latissimus dorsi wurde Uber eine mediane
Inzision auf Hohe der Brustwirbelsdule gewahlt. Zur Aufnahme des Hydroxylapatit-Blocks
wurde in Kontakt zur Muskulatur eine Tasche prapariert. Die Blocke waren zuvor sterilisiert
worden und wurden mit einer Pinzette auf der linken Seite in die Muskeltasche eingebracht.
AnschlieBend wurden die Wundrander spannungsfrei adaptiert und die Inzisionswunde mit
resorbierbarer Naht der Starke 4-0 und 3-0 schichtweise verschlossen. Der Block wurde einer
vierwochigen Integrationszeit (iberlassen, um das Einwachsen von Weichgewebe und

GefaRen zu erlauben.

2.6.3 Zweiter operativer Eingriff vier Wochen spdter: Implantation des zweiten

Hydroxylapatit-Blocks und Applikation von rhBMP-2 beidseits
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Das Operationsfeld wurde erneut mittels Rasur freigelegt und desinfiziert. Uber den bereits
vorhandenen Hautschnitt wurde der Zugang zum rechten Musculus latissimus dorsi gewahlt
und es wurde in gleicher Weise wie zuvor eine intramuskuldare Tasche pradpariert und ein
steriler Hydroxylapatit-Block eingelegt. In den Zentralkanal wurde 200 pg rhBMP-2 (Produkt
InductOs®) gel6st in 1 ml NaCl-Loésung langsam eingespritzt. Der praimplantierte linke Block
wurde schonend aufgesucht, ohne dessen bindegewebige Ummantelung zu zerstoren. Das
rhBMP-2-Praparat wurde mit einer spitzen Kaniile und durch das Bindegewebe hindurch
direkt in den Zentralkanal des Hydroxylapatit-Blocks injiziert. Je Implantat wurden 200 pg
rhBMP-2 (Produkt InductOs®) gel6st in 1 ml NaCl-Loésung aufgebracht, pro Tier wurden daher
400 pg rhBMP-2 verabreicht. Die Wundrander wurden mit resorbierbarer Naht der Starke 4-

0 und 3-0 wie im ersten Eingriff adaptiert und verschlossen.

2.6.4 Computertomographie

Direkt im Anschluss an den ersten operativen Eingriff erfolgte unter Fortbestehen der
Narkose (siehe Kapitel 2.4 Narkose) die erste computertomographische Untersuchung der
Tiere ohne Gabe von Kontrastmittel. Der Scan wurde mit einem Somatom®-Gerat der
Siemens AG Erlangen, D, durchgefihrt unter Ausgabe von 0,5 mm dicken Einzelschichten
und einer dreidimensionalen Datenrekonstruktion. Die verwendeten Gerateeinstellungen
waren: 210 mAs Stromstarke bei 120 kV Spannung und 46,82 mGy applizierter
Strahlungsmenge. Die weiteren computertomographische Untersuchungen wurden jeweils
mit den gleichen Einstellungen vorgenommen. Zum Zeitpunkt der BMP-Injektion wurde
noch unter Narkose die zweite Untersuchung durchgefiihrt. Dann wurden fiir die
Folgeuntersuchungen in jeder Tiergruppe unterschiedliche Zeitpunkte gewahlt, so dass beide
Blocke rechts und links nach dem gleichen Zeitintervall untersucht wurden und zusatzlich in
allen Tiergruppen fir den rechten Block der Untersuchungszeitraum von 4 Wochen
eingehalten wurde. Die Einteilung in Versuchsgruppen war folgendermafien:

Gruppe A: vier Wochen nach der zweiten Operation und zur Totung der Tiere

Gruppe B: zwei Wochen nach der zweiten Operation, vier Wochen nach der zweiten

Operation und zur Tétung der Tiere

Gruppe C: eine Woche nach der zweiten Operation, vier Wochen nach der zweiten

Operation und zur Tétung
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Die Knochendichtemessung im Bereich der Implantate wurde anhand einer
Volumenmessung mit dem Software Syngo® der Siemens AG Erlangen, D, durchgefiihrt. Als
untere Auswertgrenze wurde eine Dichte von 150 Hounsfield Units und als obere Grenze
wurden 3000 Hounsfield Units festgelegt, um zu gewahrleisten, dass nur Knochen und kein
Weichgewebe fiir die Auswertung herangezogen wurden. Die auszumessenden Areale
wurden schichtweise manuell graphisch detektiert und das Volumen der markierten
Bereiche wurde berechnet und dessen Dichte in Hounsfield Units bestimmt. Als
Ausgangswert fiir die Dichte diente das jeweilig erste CT eines Implantates, mit dem die
durch Osteoinduktionsprozesse verursachten Dichteverdnderungen in den folgenden CT-

Untersuchungen verglichen werden konnten.

2.6.5 Polychrome Sequenzmarkierung

Eine Woche nach dem zweiten operativen Eingriff wurde mit der intraperitonealen Injektion
von 4 verschiedenen Fluorochromen begonnen. Die Methode der polychromen
Sequenzmarkierung von Knochengewebe wurde bereits beschrieben, siehe hierzu Kapitel
2.5.4. Bis zwei Wochen vor Opferung der Tiere erfolgte wochentlich die gewichtsadaptierte

Gabe eines Fluoreszenzfarbstoffes:

1 Woche nach | Xylenol Orange (6% in 2% NaHCO;, 1,5ml / kg
BMP-Gabe (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) Korpergewicht)

2 Wochen nach | Calcein Grin (1% in 2% NaHCO;, 5ml / kg
BMP-Gabe (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) Korpergewicht).

3 Wochen nach | Alizarin (3% in 2% NaHCO;, 0,8ml / kg
BMP-Gabe (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) Korpergewicht)

4 Wochen nach | Doxycyclin Ratiopharm SF® (1mg/kg Kérpergewicht)

BMP-Gabe (Ratiopharm, Ulm, D)

5 Wochen nach | Xylenol Orange (6% in 2% NaHCO;, 1,5ml / kg
BMP-Gabe (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) Korpergewicht)

6 Wochen nach | Calcein Grin (1% in 2% NaHCO;, 5ml / kg
BMP-Gabe (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) Korpergewicht).

Tabelle 2 : Fluorochrominjektion nach rhBMP-2-Gabe im Hauptversuch

2.6.6 Totung der Tiere und Entnahme der Proben

8 Wochen nach Implantation des zweiten Hydroxylapatit-Blocks und Gabe von rhBMP-2

wurden die Tiere nach der Euthanasie-Methode mit einer Uberdosis Kohlendioxid-Gas in
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einem  abgeschlossenen  Behalter getdtet. AnschlieBend wurde die letzte
computertomographische Untersuchung (siehe Kapitel 2.5.3 Computertomographie) der
getoteten Tiere durchgefihrt. Im Anschluss daran wurden die implantierten Blocke mit
ringsum ca. 0,5cm des umgebenden Gewebes entnommen und mit 4%igem Formalin fiir 14
Tage fixiert. Da die Gruppen in unterschiedliche Zeitintervalle eingeteilt worden waren,
erstreckte sich fiir die Tiere der Gruppe A der Versuchszeitraum auf 12 Wochen, fiir die

Gruppe B auf 10 Wochen und fiir die Gruppe C auf 9 Wochen.
2.6.7 Komplikationen im Hauptversuch

In jeder der Versuchsgruppen verstarben intraoperativ 2 Versuchstiere, so dass sich die
Gesamtzahl der Tiere auf 18 reduzierte und die Gruppen zum Ende des Versuchszeitraums
aus je 6 Tieren bestanden. Bei allen anderen Tieren verlief die Wundheilung

komplikationslos und die Tiere waren in einem guten Allgemeinzustand.
2.7 Praparateherstellung

Sowohl die Praparate der Proben aus dem Vorversuch als auch diejenigen aus dem
Hauptversuch wurden auf gleiche Weise hergestellt. Als erstes wurden die Praparate mittels
einer Tischbandsage (Fa. Metabo, Bochum, D) quer geteilt, um sowohl unentkalkte

Hartschliff-Praparate als auch entkalkte Paraffinprdparate herzustellen.

2.8 Herstellung der Hartschliff-Praparate:

Histologische Prdparate fiir Mikroradiographie, Fluoreszenzmikroskopie und Toluidinblau-

Farbung

Die Praparate wurden nach der Fixierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe im PSI®-
Einbettautomaten dehydriert (Fa. Pool of Science Instruments, Ltd. Basel, CH) und fir eine
Woche in Methylmethacrylat-Monomer eingebettet und schrittweise aufgefillt. Die
Polymerisation erfolgte bei 38°C im Wasserbad innerhalb von ca. 10 Tagen. Das
Einbettmediums Metha-Mix setzt sich wie folgt zusammen: 2,5 ml Methacrylsdure-
methylester, 500 ml Nonylphenol polyethylenglycolacetat, 25 ml Dibutylphtalat, 15 g a,a-

Azoisobutyronitril.
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Die Proben wurden anschlieRend zugesagt (Metallsdge, Fa. Metabo, Bochum, D) und auf mit
Folie beschichtete Plastikobjekttrager aufgeklebt (Loctite 493, Fa. Loctite UK Ltd., UK). Mit
der Exact-Sdge (Fa. Exakt-Apparatebau, Norderstedt, D) wurden ca. 150 pum-200 um dicke
Schnitte hergestellt, die mit dem Mikroschleifsystem der Firma Exakt auf eine Dicke von 90
um gebracht wurden. Die Hochglanzpolitur erfolgte mit Silikonkarbidpapier verschieden
feiner Kérnung auf dem Poliergerat Saphir 360E (Fa. ATA GmbH, D). AnschlieBend wurden
von diesen Schnitten Mikroradiographien hergestellt (siehe Kapitel 2.8.1 Mikroradiographie).
Die Praparate wurden samt Folienbeschichtung von den Plastikobjekttragern entfernt und
mit der Folie auf die Mikroradiographie-Platten aufgeklebt, wobei das Praparat die Platte
beriihrte. Nach der Mikroradiographie wurden die Folientrdger erneut auf
Plastikobjekttrager aufgeklebt, dazu wurde transparenter lichthdrtender Kleber verwendet
(Technovit, Fa. Heraeus Kulzer, Hanau, D). Fir die Fluoreszenzmikroskopie (siehe Kapitel
2.8.2 Fluoreszenzmikroskopie) wurden die Prdparate auf eine Starke von 40 pum gebracht
und hochglanzpoliert, dazu wurden ebenfalls das Mikroschleifsystem Exakt und das
Poliergerat Saphir benutzt. Nach Durchfihrung der Fluoreszenzmikroskopie erfolgte die

Toluidinblau-Farbung der Praparate (siehe Kapitel 2.8.3 Toluidinblau-Farbung).
2.8.1 Mikroradiographie

Die auf Folientragern befindlichen 90 um dicken Schliffe wurden auf High Resolution HD-
Platten (HTA Enterprises, San José, USA) mit einem Auflésungsvermogen von 2000 Linien pro
mm spaltfrei adaptiert. Mit dem Mikroréntgengerat Cabinet-X-Ray-System der Faxitron Serie
(Hewlett-Packard GmbH, Boblingen, D) wurden die Praparate bei 3 mAs und 25 kV und
einem Fokus-Film-Abstand von 16 cm 10 Minuten lang belichtet (1 min. fir 10 pm
Praparatestarke und 1 min. flir den Folientradger). Die Fotoplatten wurden anschlieBend fiir 5
min. bei 20°C mit Periomat intra- Entwicklerflissigkeit (Fa. Dirr Dental, Bietigheim-
Bissingen, D) in einer Verdiinnung von 1:4 entwickelt und 10 min mit dem Fixierer RA-3000

(Kodak Polychrom Graphics, USA) fixiert.

Um die Knochenneubildung anhand der Mikroradiographien quantifizieren zu kdnnen,
wurden zunachst mithilfe des Mikrophot-FXA-Fotomikroskops (Fa. Nikon, Tokyo, J) bei
zweifacher VergrofRerung (entspricht einer realen 6,25 fachen VergroRerung) digitale

Ubersichtsaufnahmen angefertigt. Mit der Bildbearbeitungssoftware Adobe Photoshop® CS3
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(Fa. Adobe, San Jose, USA) wurden die Einzelaufnahmen zu Bildkollagen zusammengefiigt, so
dass das gesamte Priparat in einer Ubersicht dargestellt war. Um eine Aussage (ber die
Menge an neugebildetem Knochen treffen zu kdnnen, wurden die Kollagen mit dem
Bildanalyse-Programm Leica Q Win® (Leica Microsystems, Wetzlar, D) graphisch analysiert.
Der GroRRenmalistab der Kollagen wurde durch Formatieren (ilbernommen und diente als
Berechnungsgrundlage fiir die gesamte Flache, die das knochendichte Material einnahm.
AnschlieBend konnten unterschiedliche Graustufen detektiert werden und durch die
Selektion dunklerer Areale wurde der neugebildete Knochen im Praparat markiert. So
konnte die Flache, die der neue Knochen einnahm, absolut und prozentual als Anteil am
Gesamtknochen berechnet werden. Zusatzlich wurde der Messrahmen so gesetzt, dass es
moglich war, eine gegebenenfalls vorhandene ektope Knochenneubildung gesondert zu
vermessen. Die Resultate der Flachenanalyse wurden auf statistische Signifikanz mit einer

ANOVA-Analyse gepriift.
2.8.2 Fluoreszenzmikroskopie

Nach der Mikroradiographie wurden die Praparate fiir die Fluoreszenzmikroskopie neu
aufgeklebt und auf 40 um Dicke geschliffen (siehe Kapitel 2.8 Herstellung der Hartschliff-
Praparate). Die Fluoreszenzmikroskopie = wurde unter dem Licht  einer
Quecksilberdampflampe mit dem Mikrophot FXA-Mikroskop vorgenommen. Es wurden
sowohl Detailaufnahmen in verschiedenen VergréBerungsstufen (4-fach, 10-fach, 20-fach),
als auch Einzelaufnahmen zur Erstellung einer Bildkollage in 2-facher VergroRerung
angefertigt. Analog zur Herstellung der Mikroradiografie-Kollagen wurden die Einzelbilder

mit der Software Adobe Photoshop® zu Kollagen zusammengeflgt.
2.8.3 Toluidinblau-Farbung

Die Praparate wurden nach der Fluoreszenzmikroskopie mit Toluidinblau histologisch
gefarbt. Die oberflachliche Schicht der Hartschliff-Praparate wurde dazu mit 0,1 %iger
Ameisensaure fir 4 min entkalkt, wodurch die Anfarbbarkeit der Knochenmatrix verbessert
wurde. Die folgende einstiindige Behandlung mit 20 %igem Methanol diente dazu, die Zell-
und Weichgewebsanfarbung zu optimieren. Dann erfolgte die eigentliche Farbung mit
filtrierter Toluidinblau-Losung (enthdlt 1 mg Toluidinblau O und 1 mg Natriumtetraborat,

gelost in 100ml destilliertem Wasser) fiir 5 Minuten. Die gefarbten Schliffe wurden mit HCL-
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Alkohol unter lichtmikroskopischer Kontrolle differenziert und mit Eukitt® (Fa. Sigma-Aldrich,
Steinheim, D) und einem Deckgldaschen eingedeckelt. Unter Zuhilfenahme des Mikrophot
FXA®- Mikroskops wurden digitale Fotografien der histologischen Pradparate in
verschiedenen VergroRerungen angefertigt, wobei darauf geachtet wurde, dass im Praparat
die gleichen Ausschnitte wie bereits fir die Fluoreszenz und die Mikroradiographie

fotografiert wurden.
2.9 Herstellung der Paraffin-Praparate:

Schnittserien fiir die Goldner-Masson-Fiérbung, die Hamatoxylin-Eosin-Farbung und die

Immunhistochemie

Mit dem Ziel, diinnere entkalkte Schnitte der Proben fiir eine weiterfliihrende histologische
Untersuchung anzufertigen, wurde die zweite Halfte der entnommenen Probe in Paraffin
eingebettet (vergl. Abb. 3). Die Proben wurden als erstes fiir 6 Wochen im Ultraschall-
Schnell-Entkalkungsautomat USE 33 (Fa. medite Medizintechnik, Burgdorf, D) mit 12,5 %iger
Ethylendiamintetraacetat-Losung (EDTA, pH 7,4) entkalkt, um sie flr die Semidiinnschnitt-
Herstellung zu konditionieren. Im Einbettautomat (Tissue Processor TPC 15, Fa. medite
Medizintechnik, Burgdorf, D) erfolgt die Dehydratation in einer aufsteigenden Alkohol-Reihe,
das darauffolgende AusgieRen mit Paraffin wurde mithilfe der AusgieBstation TES 99 (Fa.
medite Medizintechnik, Burgdorf, D) durchgefiihrt. Nach der Einbettung in Paraffin wurden
die Praparate am Microtom (Microm International GmbH, D) in 5-8 um dicke Schnitte
zerteilt und im Wasserbad gestreckt. Die fertigen Schnitte wurden auf Glasobjekttragern
fixiert und im Brutschrank bei 50°C getrocknet. Von den Schnittserien wurden in der Folge
Goldner-Masson-Farbungen, Hamatoxylin-Eosin-Farbungen und ein Antikérpernachweis auf

CD-31-Oberflachenmolekiile hergestellt.

Die lichtmikroskopische Untersuchung der gefarbten Praparate wurde mit dem Mikrophot
FXA®-Mikroskop durchgefiihrt, wobei sowohl stark vergroBerte Einzelausschnitte
reprasentativer Bereiche als auch Einzelbilder einzelner aussagekraftiger Praparate fir
Kollagen digital fotografiert wurden. Zur Bildbearbeitung und Erstellung der Kollagen wurde

das Adobe Photoshop®CS3- Programm verwendet.
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2.9.1 Trichromfarbung nach Masson-Goldner

Nach Lagerung der Paraffinschnitte in 70%igem Ethanol wurden sie 5 min lang mit Weigert” s
Eisenhdmatoxylin behandelt und danach kurz mit HCL-Alkohol differenziert. Unter
flieBendem Leitungswasser wurden die Zellkerne angefarbt und im Anschluss wurden die
Praparate flir 7 min Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin ausgesetzt. Als nachstes wurden die
Praparate in Phosphormolybdansdure-Orange G (7 min)und Lichtgriin (6 min) inkubiert,
wobei die Paraffinschnitte zwischen allen Farbbadern mit essigsaurem destilliertem Wasser
gespilt wurden. Die fertigen Praparate wurden mit 100 %igem Ethanol entwéassert und mit
Mountex®(Fa. medite Medizintechnik, Burgdorf, D) und einem Deckglaschen luftdicht

eingeschlossen.
2.9.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Eine Serie der Paraffinschnitte wurde mit Xylol fir dreimal 10 min. entparaffiniert und 5 min
in 100%igem Ethanol eingelegt. Die Prdparate wurden in einer absteigenden Alkoholreihe
(von 100 %igem Ethanol bis 50 %igem Ethanol) rehydriert. Fir 3 min wurden die
vorbehandelten Prdparate mit Hamalaun nach Mayer (Fa. Merck KGaA, Darmstadt, D)
gefarbt und anschlieBend unter flieRendem Wasser 10 min gespiilt. Als zweite
Farbkomponente wurde Eosin G (Fa. Merck KGaA, Darmstadt, D) in 1 %iger Losung fiir 30 sec
zur Plasmafarbung verwendet. Die Paraffinschnitte wurden nach Beendigung des
Farbevorgangs kurz in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit Mountex® (Fa.

medite Medizintechnik, Burgdorf, D) und einem Deckglaschen eingedeckelt.

2.9.3 Immunhistochemie mit Antikdrper gegen PECAM- 1

Fir die immunhistochemische Nachweisreaktion wurde eine Serie an Paraffinschnitten in
Xylol entparaffiniert (dreimal 10 min) und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Zur
Vorbehandlung wurden die Praparate in TEC-Puffer im Dampfdrucktopf erhitzt und nach
dem Abkiihlen mit Ethanol in aufsteigender Konzentration dehydriert. Daraufhin wurden die
Schnitte fir 15 min in 2 %iger H,0,-Lésung eingelegt und wieder in absteigender
Alkoholreihe rehydriert. Die rehydrierten Prdparate wurden nun fir 20 min mit dem
Waschpuffer PBS mit darin enthaltenem Donkey-Normal-Serum (4%) behandelt und im
Anschluss eine Stunde in Priméar-Antikorper (PECAM-1 [m-20], Ziegen-IgG, 20 ul/ml, Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA) inkubiert. Nachdem die Praparate in PBS-Puffer gewaschen
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worden waren, wurden sie dem Sekundarantikérper ausgesetzt (Affen-IlgG-B maus-
/menschen-adsorbiert, Biotin konjugiert 5 pl/ml, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Es
folgte eine weitere Waschung der Praparate und eine halbstiindige Behandlung der
Praparate mit ABC-Elite-Losung und daraufhin wurde eine erneute Waschung durchgefiihrt.
AbschlieBend wurde DAB-Substrat (Diaminobenzidinetetrahydrochlorid) mit 12 pl H,0, fir 5
min zugesetzt und die Zellkerne ebenfalls 5 min mit Hdmalaun nach Mayer (Fa. Merck KGaA,
Darmstadt, D; Verdiinnung 1:4) angefarbt. Die Praparate wurden 10 min in Leitungswasser
gespllt, um die Zellkerne zu blduen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe kurz dehydriert,
bevor sie mit Mountex®(Fa. medite Medizintechnik, Burgdorf, D) und Deckglaschen dicht
versiegelt wurden. Zusatzlich zu den beschriebenen in Antikorper inkubierten Praparaten
wurden auch Negativkontrollen hergestellt. Von der lichtmikroskopischen Ansicht beider
Préparateserien wurden DetailvergrofRerungen und Einzelbilder fir Kollagen nach dem zuvor

erlduterten Verfahren fotografiert und miteinander verglichen.
2.10 Statistische Auswertung der computertomographisch ermittelten Werte

Die Knochendichte im Bereich der Hydroxylapatit-Matrizen wurde mit der Software JMP®
(Fa. SAS, USA) unter Verwendung der ANOVA-Methode statistisch analysiert. Folgende

Parameter wurden bericksichtigt:

seit Implantation vergangene Zeit (in Wochen)

seit BMP-Gabe vergangene Zeit (in Wochen)

Tiergruppe (simultane BMP-Gabe oder verzogerte BMP-Gabe)

die Kombination beider Parameter.

Ein Zufallseffekt wurde sowohl fir jedes Tier als auch fiir die Kombination aus Tier und Zeit
nach Implantation berlicksichtigt. Als ReferenzgrofRe wurde der Mittelwert aller 84
Messungen bestimmt. Um eine Abhéangigkeit der einzelnen Variablen voneinander zu
untersuchen, wurde in einer Regressionsanalyse mithilfe der Least Squared Means-Methode
die wahrscheinliche Funktion, die diese Abhdngigkeit beschreibt, berechnet. Dazu wurden
die Mittelwerte durch Errechnen der kleinsten Abstandsquadrate ermittelt. Die geringsten
Standardabweichungen wurden kalkuliert und fir die zu erwartenden Schatzwerte wurde
die korrespondierende Standardabweichung berechnet. Da man von einem normalverteilten

Standardfehler in der Berechnung der Mittelwerte ausgeht, wurde das 95 %-
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Konfidenzintervall fir diese Schatzwerte berechnet. Dies ist dasjenige durch Stichproben-
Berechnungen kalkulierte Intervall, in dem mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit der erwartete
Mittelwert zu finden ist. Zusatzlich wurde das BestimmtheitsmaRR R? bestimmt, das eine
Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit gibt, mit der der ermittelte Zusammenhang mit dem
tatsdchlichen Zusammenhang lbereinstimmt. Je ndher der R2- Wert an 1.0 herankommt,
umso hoher ist die Qualitat der statistischen Analyse. Um eine Aussage liber die statistische
Signifikanz zu treffen, wurde der P-Wert errechnet, der die Fehlerwahrscheinlichkeit einer

statistischen Analyse angibt.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des Vorversuchs

Die erste Versuchsreihe diente dazu, die Osteoinduktion bei einer verzogerte Gabe von
BMP-2 unter Verwendung eines bewahrten Knochenersatzmaterials wie Bio-Oss® als
Matrize gegenliber der Osteoinduktion bei simultaner Applikation beider Materialien zu
evaluieren. Als  wichtigster Parameter wurde die Knochendichte mittels
Computertomographie  untersucht. Weitere Daten (iber den zeitlichen Ablauf des
Osteoinduktionsprozesses lieBen sich aus der polychromen Sequenzmarkierung mit
fluoreszierenden Farbstoffen gewinnen, die sich bei der Osteogenese in den Knochen
einlagern. Die quantitative Auswertung der Knochenneubildung erfolgte mittels graphischer
Analyse der Mikroradiographien. Zusatzlich angefertigte histologische Praparate
verschiedener Farbungen lieBen eine detaillierte lichtmikroskopische Untersuchung der
Implantate zu und konnten Uber die Struktur des neugebildeten Knochens in den Praparaten
Auskunft geben. Die Paraffinpraparate lieferten Anhaltspunkte fir die Angiogenese und
Weichgewebsdurchbauung in den Bio-Oss®-Matrizen. Im Folgenden werden die Resultate

der jeweiligen Untersuchungsmethode genauer dargelegt.
3.1.1 Resultate der computertomographischen Untersuchungen

Exemplarisch sind Bilder der computertomographischen Untersuchung in Abbildung 3
dargestellt. Alle Implantate lagen innerhalb ihrer Tasche dem Musculus latissimus dorsi auf
und hatten somit radiographisch keinen Kontakt zum Skelett der Ratte. Bei zwei Tieren war
es im Versuchszeitraum zu einer teilweisen perkutanen Freilegung der Bio-Oss®-Blocke
gekommen, begleitet von einem auch klinisch sichtbaren Materialverlust, der im Verlauf
zunahm. Aufgrund des Volumenverlustes war es in einem Fall nicht méglich, von diesem
Implantat eine ausreichend grofle Probe zu gewinnen, um zusatzlich zur PMMA-Einbettung
eine Paraffin-Einbettung durchzufihren. Eine ektope Knochenneubildung war in der Region
der praparierten Muskeltasche bei zwei Tieren anhand der CT-Bilder erkennbar. Im ersten
Fall zeigte sich eine Uberschielende ektope Knochenneubildung ausgehend vom rechten
Implantat (simultane Bio-Oss®-Implantation und rhBMP-2-Gabe) und im zweiten Fall war

eine deutlich schwéachere ektope Knochenneubildung im Bereich des linken Implantats (um
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vier Wochen verzogerte rhBMP-2-Gabe) erkennbar (siehe hierzu auch Abb. 3). Es zeigte sich
bei zwei Tieren in den ersten 4 Wochen ein flissigkeitsgefiillter Raum um die Implantate
herum, auch klinisch war eine Schwellung zu beobachten. Zum Zeitpunkt der vierten

Untersuchung war klinisch und radiologisch keine Schwellung mehr aufgefallen.

Abbildung 3: CT, coronare Schnittbilder der Abschlussuntersuchung der Tiere 8 Wochen nach BMP-
Gabe. Ektope Knochenneubildungen sind jeweils mit einem Pfeil gekennzeichnet, der Materialverlust
durch Implantatfreilegung ist mit X markiert. Bemerkenswert ist die starke ektope Verknécherung im
Bereich der intramuskuldren Tasche im Bildausschnitt A. Das Knochenersatzmaterial ist oberhalb des
Musculus latissimus dorsi platziert und hat keinen Kontakt zum Skelett des Tieres. Somit handelt es
sich um eine heterotope Knocheninduktion. L= linke Seite mit verzogerter rhBMP-2-Gabe, R= rechte
Seite mit simultaner rhBMP-2-Gabe.
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Resultate der statistischen Auswertung

Der Mittelwert der Knochendichte aller 54 Messungen betrug 609 Hounsfield Units (HU).
Das BestimmtheitsmaB R? betrug 0.69, so dass von einer relativ hohen Gute der
durchgefiihrten linearen Regressionsanalyse auszugehen ist (siehe hierzu Kapitel 2.6.5

Statistische Analyse der Daten).

Um eine Aussage Uber die statistische Signifikanz zu treffen, wurde der P-Wert errechnet,
der die Fehlerwahrscheinlichkeit der Analyse angibt. Der ermittelte P-Wert lag bei 0.01 und

somit < 0.05, damit lag eine statistische Signifikanz der Ergebnisse vor.

Die Unterschiede im Knochendichteniveau fir die verzégerte und die simultane BMP-
Applikation sind in Abbildung 5 dargestellt. Es wurden bei der verzogerten Gabe von BMP-2
signifikant geringere Knochendichten beobachtet. Die groBten Unterschiede wurden jedoch
fiir die Zeit nach BMP-2-Gabe beobachtet (p< 0.0001), wohingegen die Kombination der
Parameter Tiergruppe und Zeit nach BMP-Gabe keine signifikanten Differenzen
hervorbrachte (p= 0.9). Nach der BMP-Applikation war der mittlere Anstieg des
Knochendichteniveaus in beiden Gruppen gleich groB. Fir die simultane BMP-Applikation
betrug der mittlere Dichtezuwachs in den 8 Wochen nach BMP-Gabe 122 HU und der
mittlere Dichtezuwachs fiir die um 4 Wochen verzégerte BMP-Gabe lag bei 134 HU. Eine
graphische  Darstellung der Verdanderungen der Knochendichte (Uber den

Untersuchungszeitraum ist in Abbildung 4 gezeigt.

Abbildung 4 : Darstellung der
unterschiedlichen
Knochendichteniveaus in der
verzogerten Applikation von BMP-2
} und bei simultaner BMP-2-Gabe mit
den korrespondierenden
Standardabweichungen. Die
verzogerte Applikation ergab
400 statistisch signifikant geringere

Knochendichteniveau in den 2 Gruppen

600 {

) Werte (p< 0.0001).
L
3
S
a8 200
0

BMP verzogert BMP simultan
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Die Kurven fir die Knochendichteentwicklung (iber den Beobachtungszeitraum von 8
Wochen ab BMP-Gabe sind in Abbildung 5 dargestellt. Die Bio-Oss®-Blocke, die zum
Zeitpunkt O der CT-Untersuchung bereits 4 Wochen in situ waren und die gerade erst
implantierten Blocke wiesen nahezu gleiche Ausgangswerte in ihrer Dichte auf. Die mittlere
Knochendichte aller 5 linken Blécke zum Zeitpunkt O betrug 545,5 HU und die aller rechten
Blocke 542,5 HU. Insgesamt verlief der Anstieg der Knochendichte bei verzogerter BMP-
Gabe gleichmaRiger. Die Kurve fir die simultane BMP-Gabe wies anfanglich eine groRere
Steigung auf, nach 4 Wochen stagnierte die Knochenneubildung und erst 6 Wochen nach
BMP-Gabe erfolgte ein erneuter Dichtezuwachs. Nach 8 Wochen war der Gesamtzuwachs in
beiden Gruppen jedoch vergleichbar und die mittleren Dichtewerte lagen sowohl in der

Kontrollgruppe (665,2 HU) als auch in der Testgruppe (679,5 HU) auf einem &hnlichen

Niveau.
Entwicklung der Knochendichte innerhalb von
8 Wochen nach BMP-Gabe
700
_ /
X,
@ 600
)
=
o —simultan
(o] R
verzogert
500
0 Wochen 2 Wochen 4 Wochen 6 Wochen 8 Wochen
nach BMP-
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Abbildung 5: Graphische Darstellung der mittleren Knochendichteentwicklung Uber den
Versuchszeitraum von 8 Wochen fiir die simultane BMP-Gabe und die um 4 Wochen verzogerte
BMP-Gabe. Nach verzégerter rhBMP-2-Applikation steigt die Knochendichte insgesamt gleichmaRiger
an als nach simultaner Applikation.
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3. 1.2 Auswertung der Mikroradiographien:

In den Ubersichtskollagen in Abbildung 6 ist zu erkennen, an welchen Stellen im Bio-Oss®-
Block neuer Knochen gebildet worden ist, der sich hier aufgrund noch geringerer
Mineralisation und dadurch geringerer Strahlenabsorption dunkler als das Hydroxylapatit
darstellt. Zunachst soll die Auswertung der linken Praparate mit um vier Wochen verzogerter
BMP-Gabe vorgestellt werden. In zwei Implantaten gab es keinen Hinweis auf eine
Knochenneubildung, in den restlichen Praparaten wurde eine geringe Knochenbildung im
Inneren des Knochenersatzmaterials vorgefunden. Ektope Knochenneubildung fand sich in
zwei Fallen bei gleichzeitig kaum vorhandener Knochenneubildung innerhalb des Bio-Oss®-
Blocks. Drei Praparate wiesen zahlreiche Bruchlinien im Knochenersatzmaterial sowie

kleinere Bruchstiicke auf.

Auf der rechten Seite (simultane rhBMP-2-Gabe) war zweimal eine komplette, gleichmaRige
Durchbauung des Knochenersatzmaterials mit neuem Knochengewebe zu beobachten. Bei
einem dieser Praparate war es auch auBerhalb des Knochenersatzmaterials zu einer
erheblichen Osteoinduktion gekommen, deren radiologisch erkennbare Form an die
praparierte Weichgewebstasche erinnerte. Keine mikroradiographisch nachweisbare
Knochenneubildung gab es auf der rechten Seite ebenfalls in zwei Fallen bei den Tieren, die

klinisch bereits eine teilweise Implantatfreilegung gezeigt hatten.

In den AusschnittsvergroRerungen in Abbildung 7 lassen sich strukturelle Details des
Knochengewebes erkennen. Bezliglich des mikroskopischen Aufbaus gab es keine
Unterschiede zwischen einer simultanen und einer verzogerten BMP-Gabe. Das neue
mineralisierte Gewebe bestand durchweg aus unreifem Knochen, der sich zu
trabekeldhnlichen Strangen formiert hatte. Im Zentrum dieses Knochengewebes konnten
einige Haverssche Kanalsysteme identifiziert werden. Die Knochenneubildung war in den
meisten Fillen mit dem Bio-Oss®-Material assoziiert, teilweise hatte sich neuer Knochen
dem Knochenersatzmaterial direkt aufgelagert. Auch im Falle einer ektopen
Knochenneubildung bestand stets eine Verbindung zum Knochenersatzmaterial. In einigen
Fallen waren intertrabekuldre Knochenformationen aufzufinden, jedoch kann auch hier
aufgrund der zweidimensionalen Darstellung der jeweiligen Schnittebene eine Verbindung

zum Knochenersatzmaterial nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 6 : Mikroradiographiekollagen zweier Tiere. Oben sind Implantate der linken und rechten
Seite eines Tieres nebeneinander abgebildet, in der unteren Reihe sind die Implantate eines anderen
Tieres von der linken und rechten Seite dargestellt, dabei sind die Seiten korrekt wiedergegeben. Die
Knochenneubildung ist jeweils durch Pfeile markiert.

Die Praparate auf der linken Seite (L, verzogerte BMP-Applikation) weisen eine geringere
Knochenneubildung auf als die rechten Préparate (R, simultane Applikation). Beachte die starke
ektope Knochenbildung im Praparat oben rechts.
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Abbildung 7 : Ausgewahlte Ausschnitte aus den Mikroradiographien. Der weille Balken entspricht
stets einem Abschnitt von 200um. Neugebildeter Knochen ist in den Abbildungen mit (K), Bio-Oss®-
Material mit (B) gekennzeichnet. In den Ausschnitten 1 und 2 ist erkennbar, dass der neugebildete
Knochen dem Bio-Oss®-Trabekel aufgelagert ist. In einer hoheren VergréBerung (Ausschnitt 3 ) ist
die Auflagerung neuen Knochens direkt auf das Bio-Oss®-Gerlist zu beobachten. Ausschnitt 4 zeigt
einen Bereich neuen Knochengewebes, in dem Poren in verschiedenen GréfRen angeschnitten sind.

3.1.3 Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie liefert lediglich qualitative Aussagen Uber den zeitlichen Ablauf
des Osteoinduktionsprozesses. Die Fluorochrome waren eine Woche nach BMP-Gabe bis 7
Wochen nach BMP-Gabe verabreicht worden (vergleiche Kapitel 2.8.2 Polychrome

Sequenzmarkierung). Dabei war folgende Reihenfolge eingehalten worden:

1. und 5. Woche Xylenol Orange - fluoresziert orange
2. und 6. Woche Calcein Griin - fluoresziert griin

3. Woche Alizarin - fluoresziert rot

4. Woche Doxycyclin - fluoresziert braun
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In Abbildung 19 sind exemplarisch zwei reprasentative Ausschnittskollagen eines rechten
und eines linken Implantats dargestellt. In allen Praparaten zeigte das Bio-Oss®-Material eine
starke Affinitat zu  Calcein Grin. AuBRen auf dem Knochenersatzmaterial waren
typischerweise Banden der Abfolge rot, braun und orange aufgelagert, teilweise war auch
eine 3dulere grine Bande vorhanden. Dies bedeutet, dass der Grofdteil des
Mineralisationsprozesses 2 Wochen nach BMP-Gabe (zur Calcein-Griin-Injektion) begann
und bis zum Ende des Versuchszeitraums andauerte. Vereinzelt waren in den
Verzogerungspraparaten auch innere Xylenol Orange-Einlagerungen festzustellen, die

Hinweis auf eine sehr friihe Knochenneubildung geben.

Im ektopen Knochengewebe wies der zeitliche Ablauf der Knochenentstehung Alterationen
auf, meist liel’ sich hier eine Einlagerung von Alizarin oder Doxycyclin in zentralen Arealen
beobachten, gefolgt von einer deutlichen duBeren Calcein-Griin-Bande (2. Gabe von Calcein
Grin nach 6 Wochen, vergl. Abb. 19). Die ektope Knochenbildung ist daher in der 4. und 7.
Woche nach BMP-Gabe besonders stark abgelaufen und begann spéater als die

Knochenneubildung im Inneren des Knochenersatzmaterials.

Einige scharf begrenzte Einlagerungen in halbrunden Lakunen lieferten Hinweise auf einen
Umbauprozess im neugebildeten Knochen, bei dem Osteoklasten zundchst eine
Resorptionslakune gebildet hatten, die anschlieBend teilweise remineralisiert wurde. Die
Formierung von Osteonen in kompakteren neuen Knochenstrukturen konnte mithilfe der
verschiedenen Fluoreszenzbanden ebenfalls gut identifiziert werden. Als Zeitpunkt fir den
Beginn dieser Bildung lasst sich die 5. Woche nach BMP-Gabe festhalten, wie Doxycyclin-
Einlagerungen an diesen Stellen belegen. Ein besonders intensives Remodeling mit vielen
abrupt aneinanderstofenden Mineralisationsfronten konnte im ektopen Knochen
aufgefunden werden. Xylenol Orange-Einlagerungen in unscharf begrenzte Randbereiche
des Bio-Oss®-Materials in vielen Praparaten mit verzogerter BMP-Applikation indizieren,

dass hier Resorptionsprozesse stattgefunden haben.
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3.1.4 Ergebnisse der histologischen Auswertung des Vorversuchs

Toluidinblau-Farbung der Hartschliff-Préaparate

Strukturelle Unterschiede im neugebildeten Knochen lieBen sich im Vergleich der beiden
Applikationszeitpunkten fiir rhBMP-2 in den histologischen Hartschliff-Praparaten nicht
feststellen. Insgesamt jedoch war eine quantitativ starkere Knochenneubildung in den
Praparaten der Kontrollgruppe zu erkennen, die in den Mikroradiographien ebenfalls
beobachtet wurde. Reprasentative Detailansichten beider Seiten sind in Abbildung 20
zusammengestellt. Mikroskopisch fand sich im neugebildeten Knochengewebe eine duBere
Schicht unvollstandig mineralisierten Osteoids und Osteoblasten sowie bereits mit
mineralisierter Matrix umbaute Osteozyten im Zentrum. Teilweise lieBen sich Osteone und
Haverssche Kandle ausmachen, auf die in Abbildung 21 hingewiesen wird. Als Resultat des
Osteoinduktionsprozesses war Knochen entstanden, in dem Umbauprozesse stattfanden.
Indizien dafiir sind ausgefranste Sdume von Resorptionslakunen und scharf begrenzte
Schichten im Knochen, die Ausdruck von Resorptionsvorgangen sind. In den Implantaten
konnten zwei Arten von Knochenneubildung ausfindig gemacht werden: Entweder war
direkt auf die Bio-Oss®-Trabekel neuer Knochen aufgelagert worden, der in diesem Falle
wenige Zelllagen dick war, oder es war innerhalb der Poren der Matrize eine Bildung
trabekeldhnlicher, teilweise auch komplexer knocherner Strukturen abgelaufen. Durch
direkte Auflagerung war in kleinen Poren im Bio-Oss®-Gerlist mineralisiertes Gewebe
entstanden. Der ektop entstandene Knochen wies eine Struktur aus interkonnektierenden
Stréangen auf, die in ihrer Struktur der des Bio-Oss®-assoziierten Knochens glichen, und

ebenfalls eine Schichtung und Osteone besaRen.

Paraffinschnitte, Masson-Goldner- und Himytoxylin-Eosin-gefarbt

Aufgrund der geringen Schichtdicke der Schnitte von wenigen p-Metern lieRen sich
mikroskopische Details des neugebildeten Knochengewebes sowie die bindegewebige
Durchbauung der Blécke gut sichtbar machen, es war jedoch durch die vorangegangene
Entkalkung nicht moglich, die Bio-Oss®-Struktur vollstdandig zu erhalten. In Abbildung 21 sind
Einzelbilder mit héherer VergrofRerung aus Praparaten mit simultaner Gabe von BMP
wiedergegeben, die Ansichten der Gegenseite mit verzogerter BMP-Gabe sind in Abbildung

22 aufgefiihrt. Auf beiden Seiten war Weichgewebe in die Matrize eingewachsen und
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Anschnitte von Blutgefdlen waren ebenfalls vorhanden. Die Gegeniberstellung der
Praparate beider Seiten zeigte etwas mehr Weichgewebsdurchbauung auf der Seite mit
verzogerter BMP-Gabe. Neben kollagenem Bindegewebe, das Fibroblasten und zahlreiche
andere Zellen mit runden Zellkernen enthielt, war auch Fettgewebe zu finden.
BlutgefdBanschnitte konnten in Praparaten beider Gruppen immunhistochemisch
nachgewiesen werden. Im direkten Vergleich beider Praparategruppen waren keine
Unterschiede beziiglich der Weichgewebsstruktur zu finden. Die bereits anhand der
Betrachtung der Toluidinblau-Praparate dargestellten Einzelheiten im Aufbau des

Knochengewebes konnten mithilfe der Paraffin-Schnitte bestatigt werden.

3.2 Ergebnisse der Hauptversuchsreihe

Mit dem Ziel, die Osteoinduktion in speziell geformten Hydroxylapatit-Implantaten zu vier
verschiedenen Applikationszeitpunkten von rhBMP-2 miteinander zu vergleichen, wurden
die Daten der Versuchstiere in den einzelnen Gruppen ausgewertet. Dabei diente jeweils
der rechts implantierte Block mit simultan verabreichtem BMP als Referenz. Insgesamt

wurden die Daten von 18 Versuchstieren ausgewertet.
3.2.1 Auswertung der computertomographischen Untersuchungen

In Abbildung 8 sind exemplarische CT-Bilder der Abschlussuntersuchung eines Tieres jeder
Gruppe zusammengestellt. Weder klinisch noch rontgenologisch gab es in dieser
Versuchsreihe  Anzeichen  flir Serome  oder  Wundheilungsstérungen, eine
Implantatfreilegung hat nicht stattgefunden. Die Hydroxylapatit-Blocke waren in ihrer
Struktur mit dem Zentralkanal und den treppenformig gestuften Langsseite gut zu erkennen,
in einigen Anschnitten konnte eine Hartgewebsneubildung im Inneren des Kanals
identifiziert werden. In 10 Fallen hatte sich nach simultaner BMP-Gabe eine ektope
Knochenformation gebildet, dies konnte auf der linken Seite bei verzogerter BMP-Gabe nur
einmal beobachtet werden. Es bestand zu keinem Zeitpunkt ein Kontakt des Blockes oder

des neuen Knochengewebes zum Skelett der Tiere.



35

Abbildung 8: Zusammenstellung typischer CT-Abschlussbilder von je 2 Tieren aus jeder Gruppe. Die
Seiten sind mit L (links, verzogerte Gabe von BMP) und R (rechts, simultane BMP-Gabe)
gekennzeichnet, die kurzen Pfeile weisen auf ektope Knochenneubildung hin. Im Zentralkanal
rontgenologisch erkennbare Gewebsneubildung (lange Pfeile). Aufgrund der Positionierung der Tiere
zur Schnittebene ist im Ausschnitt unten links der linke Block nicht vollstandig angeschnitten.

Auswertung der Knochendichte

Der Mittelwert aller 84 Messungen wurde bestimmt, dieser betrug 1215 Hounsfield Units

(HU). Die Anstiege im Knochendichteniveau innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 8
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Wochen nach Implantation der Matrizen wurden mit den Anfangswerten fiir die Dichte des
Implantats verglichen, wobei deutliche Differenzen zwischen den 4 Gruppen festzustellen
waren. Das BestimmtheitsmaR r? betrug 0.97, was fiur eine hohe Gite der Analyse spricht.
Der P-Wert war < 0.0001 und somit lag eine statistische Signifikanz fiir diese Unterschiede
vor. Wie in Abbildung 9 dargestellt, waren in der 2-Wochen-Verzogerungsgruppe (Gruppe B)
die grofiten Anstiege (261 HU; 95%- Konfidenzintervall: 223 bis 298 HU) und in der 1-
Wochen-Verzogerungsgruppe (Gruppe C) waren adhnlich hohe Werte (257 HU; 95%-
Konfidenzintervall: 209 bis 304 HU) zu finden. Signifikant geringere Werte wurden bei
simultaner Gabe festgestellt (179 HU; 95%- Konfidenzintervall: 115 bis 244 HU). In der 4-
Wochen-Verzogerungsgruppe (Gruppe A) fand sich die geringste Knochendichtesteigerung
(28 HU; 95%- Konfidenzintervall: -10 bis 67 HU).

Bei Betrachtung der Entwicklung der Knochendichte auf die seit BMP-Gabe vergangene Zeit
und nicht des Zeitintervalls, sondern bezogen auf die seit Implantation vergangene Zeit,
ergeben sich die in Abbildung 9 dargestellten Kurven fiir die Tiergruppen. Ausgehend von
unterschiedlichen Anfangswerten sind die Steigerungsraten in der Kontrollgruppe mit
simultaner BMP-Gabe bei Implantation der Matrize besonders hoch (179 HU; 95%-
Konfidenzintervall: 154 - 205 HU). Geringere Anstiege wurden nach um eine Woche
verzogerter BMP-Gabe (65 HU; 95%- Konfidenzintervall: 39 - 91 HU) und in der 2-Wochen-
Verzogerungsgruppe (58 HU; 95%- Konfidenzintervall: 32 - 84 HU) beobachtet. Der geringste
Anstieg in der Knochendichte nach BMP-Injektion wurde nach vierwdchiger Verzogerung
gefunden (31 HU; 95%-Konfidenzintervall: 5 - 57 HU). In dieser Analyse waren der Einfluss
des Gruppeneffekts (unterschiedliche Verzogerung), als auch der Einfluss der Zeit seit BMP-
Applikation, und derjenige einer Kombination beider Parameter sowie ein individueller

Effekt des Tieres statistisch signifikant (p<0.0001).

Die Auswertung bezliglich einer potenziellen Korrelation der einzelnen Parameter
miteinander erbrachte keine tierspezifische Auswirkung auf den Anstieg der Knochendichte,
lediglich gruppenabhéangige Auswirkungen waren vorhanden. Lineare Funktionsanalysen
lieRen auf keine systematischen Kurven in allen Gruppen schliefen unter der Voraussetzung,

dass eine lineare Interpretation der Knochendichte ausreichend ist.
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Anstieg der Knochendichte 8 Wochen
nach Implantation
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Abbildung 9: Anstieg der Knochendichten in den einzelnen Tiergruppen innerhalb eines
Beobachtungszeitraums von 8 Wochen seit Implantation. Die Mittelwerte sind jeweils blau markiert,
das korrespondierende 95%- Konfidenzintervall ist mit einem schwarzen Balken gekennzeichnet.
Auffdllig ist die negative untere Grenze des 95%- Konfidenzintervalls in der 4-Wochen-
Verzogerungsgruppe. Die hochsten Anstiege sind bei zweiwdchiger Verzogerung der BMP-Gabe zu
finden, ahnliche Werte werden in der Gruppe C mit einwdchiger Verzogerung beobachtet.

Gegenliber der Dichte der eine Woche zuvor inserierten Blocke zeigte sich ein hoheres
Anfangsniveau fir die Knochendichte zum Zeitpunkt der BMP-Gabe in den bereits 4 Wochen
zuvor implantierten Hydroxylapatit-Blocken (vergl. Abb. 10). Die mittlere Dichte war in den
zwei Wochen vorher implantierten Blocken zum Zeitpunkt der BMP-Applikation am
geringsten nachweisbar, leicht (iber diesem Niveau lag im Mittel die Dichte der am

Untersuchungstag implantierten Kontrollblocke mit simultaner BMP-Injektion.
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Abbildung 10: Darstellung der Entwicklung der Knochendichte nach BMP-Gabe in den einzelnen
Gruppen. Die Mittelwerte sind mit farbigen Symbolen gekennzeichnet, der Bereich des 95%-
Konfidenzintervalls ist mit einem schwarzen Balken markiert. Die Kurve weist fiir die Implantate mit
simultan zur Matrizeninsertion verabreichtem BMP die groRte Steigung auf, gefolgt von einer
annahernd gleich groBen Steigung fiir die zweiwochige und einwoéchige Verzogerung. Die geringste
Steigung ist flr die 4-Wochen-Verzogerungsgruppe zu finden.

3.2.2 Auswertung der Mikroradiographie

Die Implantate waren in den Testgruppen zum Zeitpunkt der BMP-Gabe bereits 4, 2 oder 1

Woche in situ und somit (iber einen unterschiedlich langen Versuchszeitraum implantiert.

Aus jeder Praparategruppe ist in Abbildung 23 eine reprasentative Mikroradiographie-
Kollage als Ubersichtsdarstellung aufgefiihrt, auf die Einzelheiten wird im Folgenden
genauer eingegangen. Qualitative Unterschiede zwischen den vier Applikationszeitpunkten
lieRen sich mikroradiographisch nicht feststellen, beziiglich der Knochenneubildungsrate an
sich konnten Differenzen gefunden werden. Zudem gab es in allen Praparategruppen jeweils
ein Implantat mit mikroskopisch sehr geringer sichtbarer Knochenneubildung. Beispielhaft

fiir jeden BMP-Applikationszeitpunkt ist in Abbildung 11 je ein hochvergréBerter Ausschnitt



39

aus den entsprechenden Mikroradiographien gezeigt. Dabei glichen sich die neugebildeten
Knochenformationen unabhdngig vom Zeitpunkt der BMP-Injektion. Teils waren
Kanalsysteme in komplexeren randstdndigen Knochenformationen oder im ektopen
Knochen zu identifizieren, die Haversschen Systemen im kompakten Knochen glichen. In
Poren mit Durchmessern unter 100 um konnte in der Hydroxylapatit-Matrix neugebildeter
Knochen nachgewiesen werden. In Fallen von sehr geringer Knochenneubildung im Praparat
war eine knocherne Gewebsneubildung isoliert im Zentralkanal anzutreffen, meist als
konzentrisch begrenzte komplexe Struktur. Hohere VergroBerungen zeigten eine den
Trabekeln aufgelagerte Knochenformation entlang des Hydroxylapatits und innerhalb der
Poren des Gerists (siehe auch Abbildung 24). Zum Zentrum des Zentralkanals hatte sich
teilweise eine der Kortikalis dhnliche Formation an Knochengewebe gebildet. Eine deutliche
Wachstumsrichtung des Knochens vom Gerlistmaterial ausgehend in den Zentralkanal hinein
war erkennbar. In Detailansichten bei sehr hoher VergroBerung wurde deutlich, dass die
Poren im Gerist oberflachlich mit mineralisiertem Gewebe lberzogen wurden, von dem aus
einzelne Knochentrabekel das Porenvolumen durchspannten und die Seitenflachen

miteinander verbanden.

Eine Uber das gesamte Hydroxylapatitgerist gleichmaBig verteilte Knochenneubildung in
den porosen Strukturen war nur in den Kontrollpraparaten mit simultaner BMP-Gabe
anzutreffen. Neues Knochengewebe war mit einer Ausnahme im Bereich des Zentralkanals
zu beobachten, wobei sich keine vom Zentrum des Hohlraums ausgehende Verkndcherung
zeigte, sondern stets das Gerdist als Leitschiene diente. 11 der 18 Implantate mit simultaner
BMP-Gabe wiesen eine Uberschiefende ektope Knochenformation auf. Lediglich in einem
Praparat mit 4-wochiger BMP-Verzogerung wurde eine ektope Knochenneubildung

beobachtet.
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Abbildung 11: VergroBerung eines reprasentativen Ausschnitts fir jeden der vier
Applikationszeitpunkte fir rhBMP-2. Die weilen Balken entsprechen 200 pum im Préaparat.
Kanalsysteme im Knochen, die in unterschiedlicher GroRe in jedem der vier Anschnitte erkennbar
sind, sind mit weiRen Pfeilen markiert. Im Beispiel fiir die simultane BMP-Gabe sind besonders viele
Kandle angeschnitten. Knochenneubildung hat auch in zentralen Poren des Hydroxylapatits
stattgefunden (schwarze Pfeile).

Eine quantitative Auswertung der Kollagen lieferte genauere Resultate Giber die Menge der
Knochenneubildung in den vier Testgruppen. Eine Bildanalyse der Graustufen im Praparat
wurde vorgenommen und die dunkleren Bereiche wurden selektiv markiert. Die ektope
Knochenbildung in einigen Praparaten wurde gesondert ausgemessen. Die mittleren
Flachenanteile der folgenden detektierten Areale in den einzelnen Gruppen sind in
Abbildung 12 graphisch dargestellt: die Flache des Knochenersatzmaterials, die Flache der
Knochenneubildung innerhalb der Matrize und die Flache des ektop entstandenen

Knochens.
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Abbildung 12: Mittlere Flacheninhalte der Prdparate jeder Gruppe. Die komplette Sdule umfasst das
gesamte rontgendichte Material, das detektiert werden konnte. Das Knochenersatzmaterial ist als
dunkler Anteil dargestellt, dariiber folgt die Knochenneubildung, unterteilt in Neubildung innerhalb
der Matrize (hellgrau) und auBerhalb der Matrize (weil3).

Die Ergebnisse der statistischen Analyse der Daten sind in Abbildung 13 graphisch dargestellt
und in Tabelle 3 sind die Einzelwerte aufgelistet. Die flachenmaBig starkste
Knochenneubildung in den Matrizen ist bei simultaner rhBMP-2-Applikation erfolgt ( 7,00
mm?, 95%- Konfidenzintervall: 6,45 - 7,53 mm?). Gleichzeitig war in dieser Gruppe die
starkste ektope Knochenbildung zu beobachten (vergl. Abb. 12). Eine geringere
Knochenneubildung hatte in der Gruppe B mit um zwei Wochen verzégerter BMP-Gabe
stattgefunden (6,44 mm?, 95%- Konfidenzintervall: 5,81- 7,07 mm?). Eine einwdchige
Verzogerung der BMP-Applikaton resultierte in einer geringeren Knochenneubildung (5, 32
mm?, 95%- Konfidenzintervall: 4,85 -5,79 mm?). Die niedrigsten Werte wurden bei um vier
Wochen verzogerter BMP-Gabe vorgefunden (4,74 mm?, 95%- Konfidenzintervall: 3,05-6,45
mm?). Zwischen den drei Verzégerungszeitpunkten und der simultanen Applikation fanden
sich keine signifikanten Unterschiede (p= 0,33). Bei den Werten einer Gruppe lagen hohe
Standardabweichungen vor, da die Einzelwerte eine sehr hohe Streuung aufweisen, welches

sich ebenfalls in den hohen Varianzwerten widerspiegelt (vergl. Tab. 3).
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Rontgenologisch sichtbare Knochenneubildung
in den 4 Gruppen
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Abbildung 13: Gesamte rontgenologisch sichtbare Knochenneubildung in den verschiedenen
Gruppen. Die Mittelwerte sind jeweils schwarz markiert. Das korrespondierende 95%-
Konfidenzintervall ist mit einem schwarzen Balken gekennzeichnet. Infolge der unterschiedlichen
Versuchsdauer in den einzelnen Testgruppen wurde in der Testgruppe 1 die Analyse nach 12 Wochen
Verweildauer, in der Testgruppe 2 nach 10 Wochen, in der Testgruppe 3 nach 9 Wochen und in der
Testgruppe 4 nach 8 Wochen in situ — Beobachtungszeit fiir das Knochenersatzmaterial durchgefiihrt.
In allen vier Gruppen wurde 8 Wochen vor Versuchsende rhBMP-2 verabreicht.

Simultane 1 Woche 2 Wochen 4 Wochen
BMP-Gabe verzogert verzogert verzogert
Mittelwert 7,44 5,32 6,44 4,74
Standardabweichung 1,64 1,29 1,74 4,63
SE (Standardfehler) 0,67 0,53 0,71 1,89
95%- Konfidenzintervall | 1,07 0,94 1,27 3,38

Tabelle 3: Aus den Daten der Mikroradiographie-Analyse berechnete statistische Werte

3.2.3 Ergebnisse der histologischen Auswertung eines Areals in unterschiedlicher Farbung

Im Folgenden werden korrespondierende Ausschnitte aus jeder der vier Praparategruppen
vergleichend beurteilt. In Abbildung 14 ist ein ausgewahlter Bereich eines Praparates der
Gruppe mit vierwochiger Verzogerung der BMP-Gabe in der Fluoreszenzmikroskopie und in

der Toluidinblaufarbung gezeigt. Der Ausschnitt entstammt einem Bereich am Rande des
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Zentralkanals und zeigt eine Knochenformation, bestehend aus Trabekeln, die eine
Verbindung zum Knochenersatzmaterial aufweisen und durch einen fortlaufenden Strang
zum Zentralkanal hin abgegrenzt sind. Ahnliche Knochenformationen waren hiufig in den
Praparaten der 4-Wochen-Verzogerungsgruppe auszumachen. Bei Betrachtung der
korrespondierenden Fluoreszenzmikroskopie fiel auf, dass sich in die inneren Schichten stets
Calcein Griin eingelagert hatte, das 2 Wochen nach der BMP-Gabe verabreicht worden war.
Darauf aufgelagert war eine Alizarin-Bande und Doxycyclin-Banden, an einigen Stellen waren
diesen Banden noch Calcein-Griin-Banden angelagert. Xylenol-Orange-Banden fanden sich
kaum, sie waren dann auf Doxycyclin aufgelagert oder traten im Hydroxylapatit-Gerust in
Erscheinung. Eine Mineralisation hatte demzufolge zwei Wochen nach der BMP-Gabe
eingesetzt und war in den darauffolgenden 21 Tagen gesteigert abgelaufen. Sechs Wochen
nach BMP-Gabe kam es zu einer erneuten Verstarkung der Osteogenese. Da sich aufRen auf
den Calcein-Grin-Banden noch unmarkierte Strukturen identifizieren lieRen, die in der
Toluidinblau-Farbung nachweislich mineralisiert waren, ist von einer Uber die ersten 6
Wochen hinaus andauernden Knochenneubildung auszugehen. Resorptionslakunen mit
Kittlinien infolge eines Knochen- Remodelling (vergleiche Abb. 14) gaben Aufschluss tUber die
Physiologie des neugebildeten Knochengewebes. Neben Auflagerungen von Osteoid auf das
Hydroxylapatitgerist und auf trabekeldhnlichen Strukturen war auch eine knocherne

Durchbauung im Knochenersatzmaterial selbst festzustellen.

Beispielhaft fiir die Testgruppe mit zweiwochiger BMP-Verzogerung zeigt Abbildung 15 einen
mit neuem Knochengewebe komplett durchbauten Hydroxylapatit-Balken in 3
verschiedenen Darstellungsweisen. Die Fluoreszenzmikroskopie zeigt, dass der grote Teil
des mineralisierten Gewebes 2 Wochen nach BMP-Gabe entstanden ist, geringe
Einlagerungen von Doxycyclin und Xylenol Orange, gefolgt von einer duReren Calcein-Grin-
Bande, weisen auf eine weitere Knochenneubildung ab der 5. Woche nach BMP-Gabe hin. In
zwei anderen Praparaten dieser Gruppe waren auch Alizarineinlagerungen festzustellen.
Vorherrschend war jedoch in allen Praparaten der zwei-Wochen-Gruppe eine Calcein-Griin-
Einlagerung, auf die peripher weitere fluoreszierende Banden folgten. Die Toluidinblau-
Farbungen zeigten keine qualitativen Unterschiede zu der um 4 Wochen verzégerten BMP-
Gabe. Hinweise auf einen Aufbau des neugebildeten Knochens aus lbereinander gelagerten

Lamellen mit einer duReren Schicht unvollstandig mineralisierter Matrix fanden sich in den



44

Praparaten ebenso wie Anzeichen von Knochenumbauprozessen. Anschnitte eines

Kanalsystems im Knochengewebe konnten in zwei Praparaten identifiziert werden.

Ein exemplarischer Detailausschnitt fiir die Testgruppe mit einwdchiger Verzégerung der
BMP-Applikation ist in Abbildung 16 in Fluoreszenzmikroskopie, Toluidinblaufarbung und
Mikroradiographie angefiihrt. Die Auswertung der Fluoreszenzmarkierung ergab, dass die
Knochenneubildung ihren Ausgang vom Knochenersatzmaterial aus nahm. In allen
Praparaten dieser Gruppe war die Calcein-Griin-Einlagerung Uberwiegend, begleitet von
einigen Alizarin-Banden. Auf der Grundlage dieser Beobachtung konnte auch in dieser
Praparategruppe der Beginn einer Mineralisation ab der 3. Woche nach BMP-Gabe
registriert werden. In kompakteren Strukturen liefen sich auch Alizarin-Banden in den
ersten mineralisierten Schichten der Trabekel nachweisen. Insgesamt war die Verteilung der
Fluorochrome eher inhomogen in dieser Gruppe, geordnete Banden waren kaum
anzutreffen, sondern die flachigen Einlagerungen des Calcein Griin Uberwogen. In dem
reprasentativen Beispielpraparat in Abbildung 16 sind Remodelling-Vorgdnge mit dem
Aufeinandertreffen zweier Mineralisationsfronten gut zu beobachten. Die Grenzen der
kongruierenden Mineralisationsschichten entsprechen sich in Toluidinblaufarbung und

Fluoreszenz.

Die Details eines Praparates der Kontrollgruppe mit simultaner BMP-Applikation sind in
Abbildung 17 dargestellt. Als Beispiel fiir alle Praparate mit gleichzeitiger Implantation der
Hydroxylapatit-Matrize und rhBMP-2-Injektion in den Zentralkanal ist ein Ausschnitt aus dem
Inneren des Hydroxylapatit-Blocks gewdhlt worden, in dem eine Durchbauung der
Hydroxylapatitbalkchen mit neuem Knochengewebe gut zu erkennen ist. Zudem beinhaltet
dieser Abschnitt des Praparates- wie haufig in dieser Testgruppe- zahlreiche Anschnitte von
Knochenkandlen, die hier sowohl quer als auch langs getroffen sind. In der
Fluoreszenzaufnahme |aRt sich der zeitliche Ablauf des Mineralisationsprozesses in dieser
Knochenformation gut erschlieBen. Angefangen mit Calcein-Griin- Ablagerungen in zentralen
Bereichen des Hydroxylapatit-Geriistes sind alle Fluorochrome in ihrer chronologischen
Abfolge zu identifizieren. Diese Reihenfolge ist auch in vielen anderen Prdparaten bei
simultaner BMP-Gabe zu beobachten und deckt sich mit der zeitlichen Abfolge des
Osteoinduktionsprozesses in den Prdparaten der drei Testgruppen. In den neugebildeten

Knochentrabekeln im Bereich der Poren des Hydroxylapatit-Gerlistes und im Zentralkanal
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war die erste mineralisierte Schicht eine Woche spater entstanden, wie die
Alizarineinlagerungen im Zentrum zeigen. Darauffolgende Schichten waren meist im
Wochenrhythmus entstanden, dieser Prozess dauerte noch bis zum Ende des
Versuchszeitraums an. Die Toluidinblau-Farbung stitzt die aus der Analyse der
fluoreszierenden Banden gewonnenen Erkenntnisse und |aRt alle strukturellen Details
erkennen, die auch in den anderen Gruppen zu beobachten waren. Wie bereits anhand der
Praparate der anderen Testgruppen dargelegt worden ist, sind den Toluidinblau-Farbungen
zahlreiche Hinweise auf Remodelling des neugebildeten Knochens zu entnehmen.
Anhaltspunkte dafiir sind mikroskopisch sichtbare Kittlinien zwischen verschiedenen
Mineralisationsfronten, Resorptionslakunen, die teilweise remineralisiert worden sind, und

Haverssche Knochenkanélchen mit Osteonen.
3.2.4. Resultate der histologischen Auswertung der Paraffinschnitte

Von den mit Hamatoxylin-Eosin gefarbten Paraffinschnitten sind exemplarische
Ubersichtskollagen jeder Testgruppe und der Kontrollgruppe in Abbildung 25 dargestellt.
Alle Praparate wiesen sowohl im Zentrum als auch im Randbereich des Implantats eine
Durchdringung mit kollagenem Bindegewebe und Fettgewebe auf. Dabei war in einigen
Praparaten jeder Gruppe der Zentralkanal nicht vollstandig mit kollagenem Bindegewebe
ausgefillt. In der Peripherie des Implantats war eine bindegewebige Umscheidung der
Matrize zu erkennen und in einigen Praparaten jeder Gruppe war der Musculus latissimus
dorsi in der Umgebung der Hydroxylapatit-Blocke anzutreffen. Eine erhohte
Knochenneubildung bei direktem Kontakt des Hydroxylapatit-Geriists mit dem
Muskelgewebe lieS sich in den Schnitten nicht belegen. In allen Prdparaten hat eine
GefaRneubildung stattgefunden, wie zahlreiche GefdRanschnitte belegen. Zur
Verdeutlichung wurden hoher vergroRerte Detailansichten ausgewadhlter Praparate in
Abbildung 26 zusammengestellt. Das Hydroxylapatit-Gerist war in den meisten Praparaten
durch den Entkalkungsprozess bedingt nur unvollstindig erhalten und eine Beurteilung
daher erschwert. Dennoch lieR sich besonders in der Kontrollgruppe eine Durchdringung des
Knochenersatzmaterials mit neuem Knochengewebe, das in kleinen Poren zwischen
einzelnen Hydroxylapatit-Granula entstanden ist, feststellen. Die Praparate mit um vier
Wochen verzogerter BMP-Gabe wiesen generell eine geringere Knochenneubildung auf, ein

Eindringen des Knochengewebes in pordse Bereiche innerhalb des Geriists war nur in einem
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Praparat zu beobachten. Zwischen der einwdchigen und der zweiwochigen BMP-
Verzogerung gab es keine quantifizierbaren  Differenzen  hinsichtlich  der

Weichgewebsdurchbauung und der Knochenneubildung.
3.2.5 Resultate der immunhistologischen Auswertung

In allen Paraffinpraparaten der Testgruppen lieRen sich mithilfe der immunhistologischen
Markierung unter Verwendung von PECAM-1 Endothelzellen nachweisen. In Abbildung 27 ist
exemplarisch ein Bildausschnitt aus der Praparategruppe mit zweiwochiger Verzogerung der
BMP-Gabe in Farbung und Negativkontrolle dargestellt. Sowohl in den Hydroxylapatit-
Balken als auch im intertrabekularen Weichgewebe waren mit diesem Verfahren BlutgefalRe
nachweisbar. Eine Auszahlung der mikroskopisch sichtbaren markierten GefalRe in
Praparaten aller vier Gruppen erbrachte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen, ebenso wenig konnte eine vorherrschende Lokalisation innerhalb des einzelnen

Implantates festgestellt werden.
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4. Diskussion

4.1 Vorversuch

Das vorrangige Ziel des Tissue Engineerings von Knochengewebe besteht in der Erschaffung
biologisch voll funktionsfahigen neuen Knochens, um zusatzliche Defekte und
Komplikationen infolge einer chirurgischen Transplantathebung zur Rekonstruktion
skelettaler Defekte zu vermeiden. Im Gesichtsbereich werden besonders hohe
Anforderungen an Funktionalitdt und Asthetik des Ersatzmaterials gestellt. Zusitzlich soll
der Knochen moglichst einfach an verschiedene Regionen transferiert werden kénnen. Es
existieren diverse Methoden und Herangehensweisen, um neuen Knochen zu ziichten. Die
Methode der Endokultivierung ermoglicht es, neuen Knochen in einem heterotopen Gewebe
im Patienten selbst heranzuziichten (Warnke et al. 2004). Damit stellt diese Vorgehensweise
ein zukunftsweisendes Verfahren dar, um die entscheidenden Anforderungen an ein
Knochenersatzmaterial zu erfillen: immunologische Unbedenklichkeit, schnelle
Osteoinduktion, Osteokonduktivitdt sowie stabile Osseointegration (Inoda et al. 2007). In
der Fachliteratur besteht eine Pradferenz fiir die intramuskuldre Kultivierung von
Knochengewebe gegeniiber der subkutanen Kultivierung (Okubo et. al 2000). Diese
Forderung stlitzt sich auf die Erkenntnis, dass im Skelettmuskel vorhandene Myoblasten sich
zu osteogenen Zellen differenzieren kénnen (Levy et al. 2001). Doherty und Mitarbeiter
fanden 1998 auch osteogenes Potenzial in  hdmatopoetische Zellen. Es hat sich
herausgestellt, dass eine Vaskularisierung des Implantats fiir ein erfolgreiches Bone
Engineering essenziell ist (Janssen et al. 2006). Desweiteren wird vermutet, dass die
Mehrzahl der Knochenersatzmaterialien in den Spenderort zusammen mit einer adaquaten

Quelle von Osteoblastenvorlduferzellen inseriert werden miissen (Bauer 2007).

In der Literatur wird der Musculus latissimus dorsi als geeignetes Implantatbett fir das in
vivo Tissue Engineering von Knochengewebe beschrieben, da eine GefalRversorgung durch
die Arteria thoracodorsalis moglich ist und fiir eine spatere Transplantation ein
gefallgestielter Muskellappen bereitsteht (Warnke et al. 2004). Daher sollte in der
vorliegenden Studie die intramuskuldare Endokultivierung unter Ausnutzung dieser giinstigen
anatomischen Voraussetzungen durchgefihrt werden. Aufgrund der Bedeutsamkeit von

einem geeignetem Umfeld mit Blutversorgung und einem Reservoir an Stammzellen mit
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osteogener Potenz leitet sich die Hypothese ab, dass die Wirksamkeit von Bone
Morphogenetic Proteins gesteigert werden kénne, wenn diese auf eine bereits vorhandene
Vaskularisierung und Weichgewebsdurchdringung in der osteokonduktiven Matrize trafen.
Die notigen pluripotenten Stammzellen, die durch das BMP zur Knochenneubildung
angeregt werden, wéaren bereits am gewilinschten Ort im Weichgewebe, wodurch sich der
Osteoinduktionsprozess beschleunigen lieBe. Weiterhin konnte durch eine bereits
bestehende Weichgewebsintegration eine sichere Fixierung des Implantats auf der
Unterlage gelingen, so dass die Knochenneubildung in einer stabileren Umgebung
stattfinden konnte. Einige Autoren postulieren auch eine Up-Regulation der BMP-
Signaltransduktion durch im Bindegewebe vorhandene Faktoren (Hanada et al. 1997). In
einer Studie zur Frakturheilung im Kaninchenmodell untersuchten Woo und Mitarbeiter im
Jahre 2001 die BMP-Antwort nach einer kontrollierte Freisetzung (iber einen ldngeren
Zeitraum aus speziellen Tragermaterialien. Eine kontinuierliche BMP-Freisetzung zeigte
bessere Resultate als eine sofortige Abgabe einer Einzeldosis, da bereits nach 7 Tagen die
BMP-Menge nicht mehr ausreichend fir eine Osteoinduktion war. In einem Modell zur
Defektheilung bei Primaten lieR sich durch die um eine oder zwei Wochen verzégerte BMP-
Gabe im Vergleich zur sofortigen Verabreichung nach Osteotomie die Knochenheilung
beschleunigen (Seeherman et al. 2006). In der studierten Literatur fand sich jedoch keine
Studie, die eine simultane mit einer verzogerten BMP-2-Gabe in der heterotopen
Knochenziichtung unter Verwendung von Hydroxylapatit-Matrizen als osteokonduktive
Geriste vergleicht. Mit der Zielsetzung, diese Fragestellung naher zu untersuchen, wurde in
einer Pilotstudie an 6 Lewis-Ratten ein bilaterales Tiermodell entwickelt, das es ermdglichte,
unabhangig von interindividuellen Unterschieden im Knochenstoffwechsel die simultane

BMP-Gabe einer verzogerten BMP-Gabe in einem Organismus gegeniberzustellen.

Bio-Oss® erschien zundchst als zu bevorzugendes Knochenersatzmaterial aufgrund einer
hohen Evidenz fir hervorragende Biokompatibilitdit und Osteokonduktivitdit und
nachgewiesenermaBen guter mechanischen Integritdt (Janssen et al 2006). Jensen und
Mitarbeiter (1996) verglichen im Rattenmodell Bio-Oss® mit drei anderen
Knochenersatzmaterialien (ein Material war ebenfalls bovinen Ursprungs und zwei
entstammten Korallen) und stellten fiir Bio-Oss® eine bessere Osseointegration im Vergleich

zu den Testmaterialien fest. Acil und Mitarbeiter untersuchten 2000 die Biokompatibilitat
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von Bio-0Oss® im Zellkulturversuch mit humanen osteoblastendhnlichen Zellen und

bewerteten das Material als geeignet fiir ein Tissue Engineering von Knochen.

Als osteoinduktive Komponente wurde mit rhBMP-2 ein ebenfalls sehr gut untersuchtes
Bone Morphogenetic Protein hinzugefiigt, das sich in diversen Tiermodellen durch seine
hohe Bioaktivitdt ausgezeichnet hat (Groeneveld & Burger 2000). Zur Initiation der
Frakturheilung und Knochenziichtung ist rhBMP-2 im Jahre 2002 zur Anwendung zugelassen
worden und wurde auch seitdem klinisch erfolgreich in der orthopadischen Chirurgie

eingesetzt (Axelrad & Einhorn 2009).

Im Rattenmodell konnte im Rahmen der enchondralen Knochenneubildung am Tag 21 und
am Tag 28 eine endogene BMP-2-Ausschiittung durch Bindegewebszellen nachgewiesen
werden (Nakagawa et al. 2001). Dieser Zeitpunkt versprach daher auch fiir die heterotope
Knocheninduktion im Studienmodell optimal zu sein, obwohl die genannten Daten auf das

Modell nur mit Einschrankungen ibertragen werden kdénnen.

Die computertomographischen Untersuchungen im Vorversuch ergaben im Gegensatz zu
den zitierten Resultaten anderer Studien eine signifikant héhere Knochendichte im Bio-Oss®-
Implantat nach simultaner BMP-Gabe im Vergleich zur verzogerten Gabe. Da in
osteokonduktiven Knochenersatzmaterialien wie Bio-Oss® keine spontane Dichtezunahme
durch Mineralisation stattfinden kann, kommt als Ursache fiir eine Dichtezunahme nur eine
Knochenneubildung infolge einer durch BMP stimulierten Osteoinduktion infrage.

In der Mikroradiographie konnte die durch Dichteanalyse festgestellte Knochenneubildung
bestatigt werden. Der neugebildete Knochen st aufgrund seines geringeren
Mineralisationsgrades weniger rontgendicht und erscheint dunkler. Im Gegensatz dazu stellt
sich das Knochenersatzmaterial hell dar, da es die Rontgenstrahlung starker absorbiert. Eine
gleichmaBigere Knochenneubildung im gesamten Praparat wurde beobachtet, wenn rhBMP-
2 simultan mit der Bio-Oss®-Matrize appliziert wurde. Die in friiheren Studien haufig im
Tiermodell zu beobachtende (iberschieBende Knochenneubildung auBerhalb der Matrizen
(Ripamonti et al. 1996) trat allerdings ebenfalls besonders grofflachig nach einer simultanen
BMP-Gabe auf. Insbesondere im Rattenmodell ist schon bei geringer BMP-Konzentration
eine ektope Knochenneubildung haufig (Linde & Hedner 1995), von daher muss eine

Uberdosierung des BMPs als mégliche Ursache nicht in Betracht gezogen werden, sondern
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dass das BMP nicht selektiv allein auf das Implantat aufgebracht wurde. Chen und
Mitarbeiter stellten auRerdem fest, dass bei der rhBMP-2-Anwendung in der Spinalchirurgie
eine ektope Knochenneubildung eine haufige Komplikation war und diese Eigenschaft daher
als symptomatisch bei Anwendung von rhBMP-2 anzusehen sei.

Die polychrome Sequenzmarkierung ist ein etabliertes Verfahren zur in vivo- Analyse von
Umbauprozessen in Knochen (Frost 1969). Das jeweilige Fluorochrom lagert sich durch
Komplexierung mit Kalziumionen in der Schicht der Mineralisationsfront an, in der zum
Zeitpunkt der Fluoreszenzmarkergabe ein aktiver Mineralisationsprozess im Gange war. Dies
ist die jeweils jlingste Minearalisationsschicht, die auBen auf bereits abgelagertes Osteoid
aufgelagert wird (Pautke et al. 2005). Durch die mehrfarbige Markierung im
Wochenrhythmus bilden sich nach Anregung mittels einer Quecksilberdampflampe
mikroskopisch sichtbare fluoreszierende Banden aus, die mit dem Ablauf des
Mineralisationsprozesses direkt korrelieren. Bis zu einer minimale Starke von 5 um sind
zeitliche Abfolgen so sicher nachzuweisen und zu dokumentieren (Pautke et al. 2005). Die
auf diese Weise sichtbar gemachten Mineralisationsprozesse begannen in allen Praparaten
14 Tage nach BMP-Applikation. Die Einlagerung von Fluorochromen wurde in anderen
Studien als Beweis fiir eine Perfusion des Knochenersatzmaterials akzeptiert (Shirota et al.
1995 und Terheyden et al. 2001 a), daher konnte eine Perfusion des Implantats zu diesem
Zeitpunkt ebenfalls belegt werden. Die Knochenapposition auf dem Bio-Oss®-Material
dauerte Uiber den Versuchszeitraum von acht Wochen an. Die ektope Knochenbildung lief
hauptsachlich in der 4. und 5. Woche nach BMP-Gabe ab. Einige Areale in Praparaten mit
simultaner Gabe des BMPs wiesen Fluorochromeinlagerungen auf, ohne dass sich in diesem
Gebiet in der korrespondierenden Toluidinblaufarbung eine Knochenneubildung nachweisen
lieR. Dies gibt wiederum Anlass zu der Annahme, dass auch durch Resorptionsvorgiange
freigewordene Bindungsstellen an Calcium-lonen eine Fluorochromanreicherung erlauben.
Ob Bio-Oss® resorbierbar ist, wird in der Literatur kontrovers diskutiert (Janssen et al. 2006).
Methodenkritisch muss angemerkt werden, dass das dargestellte Verfahren eine zweifache
Gabe von Xylenol Orange und Calcein Griin beinhaltet, so dass es teilweise nicht moglich
war, die Knochenneubildung zeitlich sicher der ersten oder zweiten Calcein- Griin-Gabe

zuzuordnen.
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Insgesamt war eine gute Osseointegration des Knochenersatzmaterials zu beobachten, die
bei simultaner BMP-Gabe regelmalliger und lickenloser erschien. Weiterhin gab es
histologische Anhaltspunkte fiir einen funktionierenden Knochenstoffwechsel mit
Remodelingprozessen im neugebildeten Knochengewebe. Die Histologie ergab eine etwas
bessere bindegewebige Durchdringung der Matrize nach verzogerter BMP-2-Gabe. Die
beobachtete konzentrische Neovaskularisation war bereits von Terheyden et al. 2001 bei
der intramuskuldren Endokultivierung beschrieben worden und als vorteilhaft gegeniiber der
Blutversorgung durch ein zentralen GefdR bewertet worden, da das Risiko einer

thromboembolischen Komplikation geringer ist.

Der Ergebnisanalyse zufolge konnte- anders als in Modellen zur Frakturheilung- in diesem
Modell zur intramuskuldren Endokultivierung heterotopen Knochens keine Verbesserung der
Osteoinduktionsprozesses bei einer um 4 Wochen verzogerten BMP-Applikation nach
Abwarten einer Einheilphase festgestellt werden. Von einer Perfusion ist in allen
Testgruppen erst ab der 3. Woche nach BMP-Gabe auszugehen. Auf eine bereits zum
Zeitpunkt der BMP-Gabe vorhandene Vaskularisierung in den praimplantierten Blécken gab
es keinerlei Hinweis, so dass die dahingehend eingangs aufgestellte Hypothese nicht

bestatigt werden konnte.
4.2 Komplikationen und methodische Schwichen des Vorversuches

An dieser Stelle soll kritisch zum Design und Ablauf der Pilotstudie Stellung genommen und
auseinandergesetzt werden, welche Konsequenzen sich filir das Studiendesign des
Hauptversuches aufgrund der Bewertung ergaben. Da letzlich nur die Ergebnisse von 5
Tieren in die Auswertung einflossen, war der auswertbare Datenumfang begrenzt. Hinzu
kamen Wundheilungsstérungen an zwei Implantaten auf der Kontrollseite, die zu einer
teilweisen Implantatfreilegung mit Volumenverlust der Blocke gefiihrt hatten. Als mogliche
Ursachen kamen scharfe Kanten des Knochenersatzmaterials und ein im Verhaltnis zur
gesamten KorpergrofRe recht volumindses Ausmall der Matrize in Betracht, eventuell war
auch die Zugspannung auf den Wundrdandern zu groR. Diese potenziellen Storfaktoren
wurden im Hauptversuch ausgeschaltet, indem ein anderes Design fir die Matrize mit
abgerundeten Kanten gewdahlt wurde und die Operationstechnik dahingehend verdndert

wurde, dass fortan Gber einen medianen Schnitt Zugang zu beiden Seiten gefunden wurde
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und die Weichgewebstasche groRer prapariert wurde. Die in der Pilotstudie aufgetretenen
Komplikationen wiederholten sich unter Anwendung der erorterten Modifikationen im

Hauptversuch nicht.

Weitere Schwachen des Modells bestanden in der alleinigen Untersuchung eines
Zeitintervalls zur BMP-Verzogerung. Unter der Zielsetzung, den optimalen
Applikationszeitpunkt zu finden, mussten weitere Verzogerungsintervalle untersucht
werden, um Vergleichsdaten zu gewinnen. Bei einem grofReren Probenumfang lasst sich
auch ein Effekt der Zeit gegenliber einem tierspezifischen Effekt auf die

Knochendichteentwicklung besser detektieren.

Das verwendete bovine Hydroxylapatit-Gerlist zeigte trotz guter Integration in den
neugebildeten Knochen mechanische Schwéachen unter physiologischen Belastungen. In
mehreren Blocken beider Testgruppen konnten mikroskopisch Risse im Material festgestellt
werden. Hinzu kommt, dass bei der Rekonstruktion groBerer Defekte bisher nicht auf ein
formgebendes Titangitter um das Bio-Oss®-Material herum verzichtet werden konnte
(Warnke et al. 2006). Auch die Beobachtungen des Vorversuchs lassen weiter fraglich
erscheinen, ob insbesondere groRe Defekte hinreichend stabil mit reinen Bio-Oss®- Kérpern
rekonstruiert werden konnen. In Anbetracht der Zielsetzung, einen adaquaten
Knochenersatz zukiinftig mithilfe von Daten aus computertomographischen Untersuchungen
in einem CAD/CAM- Verfahren passgenau fir die individuelle Patientensituation herstellen
zu konnen, miissen Materialien gefunden werden, die formstabil gefrast werden kénnen
(Sun et al. 2005). Bio-Oss® als biologisches Produkt mit einer spongiosen Struktur ohne
definierte PorengrofRe kann diese Anforderungen bislang nicht erfiillen. Eine
vielversprechende Alternative stellen die verwendeten, in einem dreidimensionalen
Druckprozess gesinterten Hydroxylapatit-Matrizen dar, die auch zum Ersatz komplexer,
grofRerer skelettaler Defektsituationen geeignet sind, wie sie nach einer Tumoroperation im

Mund-Kiefer-Gesichtsbereich haufig auftreten (Seitz 2008).

Es besteht ein wissenschaftlicher Konsens liber die grofle Bedeutung, die dem Volumen, der
GroRe und der Interkonnektivitdit der pordsen Hohlrdume in Knochenersatzmaterialien
beizumessen ist (Eppley et al. 2005). Als geeigneter Porendurchmesser fir das Einwachsen

von Knochengewebe wird eine GroRe zwischen 100 um und 500 pm in der Literatur genannt
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(Skowronski et al. 2003). Diese Malle wurden bei dem Design der Matrizen beriicksichtigt

und eine mittlere Porenweite von 500 um konnte erreicht werden.

Eingangs wurde erldutert, dass eine Verbesserung des Mikroklimas fir den
Osteoinduktionsprozesse durch eine bereits bestehende bindegewebige Durchdringung der
Matrizen vorstellbar war. Die histologische Untersuchung ergab auch eine gleichmaRige
Durchdringung selbst kleinster Poren der Bio-Oss®-Blocke mit Bindegewebe. Jedoch konnte
keine Verbesserung der Knochenneubildungsrate im Vergleich zu den Kontrollpraparaten
festgestellt werden. In der Testgruppe war es zwar im Randbereich des Matrize und
aullerhalb davon zu einer Knochenneubildung gekommen, jedoch hatte sich zentral sehr
wenig  Knochengewebe gebildet. Ursachlich konnte ein  VerschlieBen  der
interkonnektierenden Poren mit Bindegewebe sein, das auch ein Eindringen von BMP in
zentrale Bereiche der Matrize verhindert. Demzufolge wurde der Anspruch formuliert, im
Hauptversuch die BMP-Darreichung zu optimieren, um eine ausreichende Osteogenese auch
in zentralen Bereichen des Knochenersatzmaterials sicherzustellen. Besonders angesichts
der Zielsetzung, mit Tissue Engineering Knochenersatz zu Rekonstruktion groRer Defekte zu
zlichten, bestand hier Nachbesserungsbedarf. Abhilfe sollte ein Zentralkanal in den Matrizen
schaffen, der im computergestiitzten Herstellungsverfahren eingearbeitet wurde. Neben
einer besseren Erreichbarkeit zentraler Bereiche ware dadurch die Grundlage fir eine
kontrollierte Applikation des BMP in das Geriist ohne groRe Uberschiisse gegeben, die einer
ektopen Knochenbildung in der intramuskuldaren Tasche Vorschub leisten. In der
Hauptversuchsreihe wurde zusatzlich ein geringeres Flissigkeitsvolumen mit héherer BMP-

Konzentration verwendet.

4.3 Hauptversuch

Im Hauptversuch wurde rhBMP-2 verzogert nach 1, 2 und 4 Wochen nach Implantation einer
speziell designten Hydroxylapatitmatrize bei insgesamt 18 Lewis-Ratten appliziert, unter
Beibehalt des bilateralen Vergleichsmodells aus dem Vorversuch mit verzégerter BMP-Gabe
auf der Testseite (links) und simultaner BMP-Gabe auf der Kontrollseite (rechts). Eine
einwochige und zweiwochige BMP-Verzégerung hatte sich bereits in einer 2007

durchgefiihrten Studie von Betz und Mitarbeitern als vorteilhaft fiir die Frakturheilung im
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Rattenmodell erwiesen. Durch eine Verzégerung der Injektion von BMP-2- cDNA um 5 bzw.
10 Tage nach dem chirurgischen Eingriff konnten mehr Segmentdefekte von kritischer GroRe
eine radiologische Einheit erreichen, da ein Reparaturgewebe mit erhohter Mineralisation

und besserer mechanischer Festigkeit gebildet wurde.

Die Auswertung der computertomographisch ermittelten Dichtewerte ergab signifikante
Unterschiede in der Dichteentwicklung der untersuchten Gruppen. Nach identischen
Zeitspannen nach der Implantation konnte durch die verzogerte Gabe von BMP-2 um eine
bis zwei Wochen eine heterotope Knochenneubildung beschleunigt werden, wohingegen
eine um vier Wochen verzégerte BMP-Gabe die Knochenneubildung gegeniber der
Kontrollseite verlangsamte. Die groRten Anstiege in der Knochendichte nach einem
achtwochigen Beobachtungszeitraum nach der Implantation der Matrize wurden in der
Testgruppe mit zweiwochiger BMP-Verzégerung gefunden. Betrachtet man jedoch den
Dichteanstieg in den Implantaten ab der BMP-Applikation (iber einen Zeitraum von acht
Wochen, ergab die simultane BMP-Injektion auf der Kontrollseite die hochste Steigerung
beziglich der Knochendichte. Die einw6chige und zweiwochige Verzégerung resultierte in
annadhernd gleichen, etwas niedrigeren Anstiegen und die geringste Steigerung war erneut in

der Testgruppe mit vierwochiger BMP-Verzégerung zu beobachten.

Diese Resultate geben Aufschluss Uber die Kinetik, die dem BMP-induzierten
Knochenneubildungsprozess zu Grunde liegt. Generell bestand eine langere Verweildauer
der Hydroxylapatit-Matrizen in den Testgruppen mit verzégerter Gabe von BMP als in der
Kontrollgruppe. Verglichen mit den ersten 8 Wochen konnte eine simultane BMP-Gabe keine
starkere Dichtezunahme als die einwdchige und zweiwdchige BMP-Verzégerung erreichen.
Nur im Vergleich mit den letzten 8 Wochen in den zwei Testgruppen verlief die Kurve bei
simultaner BMP-Gabe relativ steiler. Obwohl die Testprdparate gegeniiber den
Kontrollpraparaten zur BMP-Gabe im Vorsprung waren, hat in der Zeit, die die Matrizen auf
der  Testseite langer in situ verblieben, keine Beschleunigung des
Knochenneubildungsprozesses mehr stattgefunden. Eine vierwochige Verzogerung erwies
sich zu keinem Zeitpunkt als vorteilhaft fir die Knochendichteentwicklung. Aufgrund des
Studiendesigns konnten keine Vergleichsdaten Uber die Dichte in den Kontrollpraparaten
nach dem gleichen Beobachtungszeitraum wie in den Testgruppen gewonnen werden.

Daher kann keine Aussage dariiber getroffen werden, wann nach simultaner Gabe von BMP
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ein Plateau im Dichtezuwachs erreicht wird und ob ein Unterschied zur Kinetik einer

verzogerten BMP-Gabe besteht.

Die Bildanalyse der Mikroradiographiekollagen konnte keine signifikanten Unterschiede in
den Testgruppen untereinander und im Vergleich mit der Kontrollgruppe hervorbringen, die
gewonnenen Ergebnisse unterstiitzen aber die Resultate der Computertomographie. Dieses
Analyseverfahren kann generell als weniger valide gegeniiber der Computertomographie
eingestuft werden allein aufgrund der Tatsache, dass nie das gesamte Volumen der
Implantate wie in der CT-Auswertung untersucht werden konnte, sondern nur
zweidimensionale Ausschnitte aus den Matrizen. Zudem war das angewendete Verfahren
der manuellen Graustufendetektion nur unzureichend selektiv und lieB einen
untersucherabhangigen Fehler zu. Dahingegen wurden die computertomographischen Daten
ohne Kenntnis der zugehdérenden Verzégerungsintervalle und Untersuchungszeitpunkte
mithilfe eines klinisch bewéahrten Systems ausgewertet, um eine Verfalschung der Ergebnisse

moglichst auszuschlieRen.

Die Analyse der Fluoreszenzmarkierung ergab keine Unterschiede zwischen den vier
Gruppen. Eine appositionelle Knochenneubildung hatte, wie bereits in der Pilotstudie, in
allen Gruppen zwei Wochen nach der BMP-Gabe eingesetzt und war besonders stark in den
darauffolgenden 21 Tagen abgelaufen, danach setzte eine weitere Knochenneubildung 6
Wochen nach BMP-Gabe ein. Die Ergebnisse zeigen, dass die verwendeten Hydroxylapatit-
Blocke gute osteokonduktive Eigenschaften besitzen und der Knochenneubildung als
Leitschiene dienten. Im Vergleich zum Bio-Oss©- Implantat aus dem Vorversuch konnte
keine friiher beginnende Knochenneubildung nachgewiesen werden, der zeitliche Ablauf war

ebenfalls dhnlich.

Mit einer verzogerten BMP- Applikation konnte die ({berschieBende ektope
Knochenneubildung deutlich reduziert werden, wohingegen auf der Kontrollseite in 60 % der
Falle eine ektope Knochenneubildung stattgefunden hatte. Insbesondere der Zentralkanal
schien hierbei bedeutsam. Moglicherweise verhinderte der Zentralkanal in Kombination mit
einer Ummantelung der Blécke mit kollagenem Bindegewebe, wie sie besonders in den
histologischen Prdparaten der Testgruppen vorgefunden wurde, ein Eindringen von BMP in

das umgebende Gewebe und damit auch eine ektope Knochenneubildung.
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Wie bereits in der Vorversuchsreihe konnten histologisch vitales Knochengewebe und
Knochenumbauprozesse in allen Testgruppen nachgewiesen werden. Bemerkenswert war
eine Neubildung von Knochengewebe auch in Poren, die einen Durchmesser deutlich unter
100 um aufwiesen. Besonders eindrucksvoll hatte die Durchdringung des Hydroxylapatit-
Geristes nach einer zweiwochigen BMP-Verzogerung und nach einer simultanen Applikation
stattgefunden. Stellenweise schien eine Biodegradation mit Substitution des
Knochenersatzmaterials durch neugebildetes Knochengewebe begonnen zu haben. Diese
Beobachtungen stehen im Kontrast zu der in der Literatur vertretenen Ansicht, dass in Poren
mit einem Durchmesser kleiner als 100 um kein Einwachsen von Knochengewebe moglich
widre (Eppley et al. 2005) und unterstreichen die Eignung eines im 3-D-Druckverfahren
hergestellten Hydroxylapatit-Scaffolds zur Knochenziichtung in vivo. Dem Material kann in
der vorliegenden Studie eine gute Biokompatibilitdit und Osseointegration bescheinigt
werden, wie auch kiirzlich in einer Materialuntersuchung mit Bio-Oss® und TCP als
Vergleichsmaterial von Warnke und Mitarbeitern 2010 festgestellt wurde. Desweiteren
konnte auch unter physiologischen Belastungen kein Verlust der mechanischen Integritat
wie bei der Verwendung von Bio-Oss® im Vorversuch festgestellt werden. Die mittlere Dichte
des gesinterten Hydroxylapatits lag bereits anfangs deutlich tGiber den Werten der Bio-Oss®-
Blocke. Studien attestieren gesinterten Keramiken eine hohere Osteokonduktivitdt, da
osteogene Zellen diese mit einer hoheren Proliferations-, Differenzierungs- und

Wachstumsrate besiedeln (Villareal et al. 1998).

Untersuchungen zum Weichgewebsaufkommen in den Testgruppen belegten im Gerist
stets eine gute bindegewebige Auffiillung der interkonnektierenden Poren unabhangig vom
Zeitpunkt der BMP-Gabe. Auch der Zentralkanal war zumeist bindegewebig aufgefullt, wies
aber selten eine vollstandige Durchbauung des Lumens mit neuem Knochenmaterial auf. Die
Fluoreszenzmikroskopie belegt ebenfalls, dass die Knochenneubildung immer ihren Ausgang

vom Hydroxylapatitgeriist nahm.

Die Einsprossung von GefdaBen hatte wie im Vorversuch von der Peripherie her
stattgefunden, im Zentralkanal konnten mithilfe der Immunhistochemie kaum BlutgefaRe
nachgewiesen werden. Dennoch stellt der Zentralkanal fir zukiinftige Studien eine
Moglichkeit dar, ein zentrales Gefall zur Anastomosierung an das GefdlRsystem des

Transplantatlagers zu beherbergen.
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Sowohl im Vorversuch als auch im Hauptversuch konnte durch eine Applikation von rhBMP-2
vier Wochen nach der Geristimplantation keine Verbesserung der heterotopen
Knochenziichtung erreicht werden. Die Analyse der Mikroradiographie-Praparate ergab, dass
eine Knochenneubildung in den meisten Féllen nur in den Randbereichen des Zentralkanals
stattgefunden hatte. Ein Fall von ektoper Knochenneubildung kann moglicherweise auf eine
versehentliche BMP-Injektion auBerhalb der Zentralkanals zuriickgefiihrt werden. Da die
Osteoinduktion nur in unmittelbarer Nahe der BMP-Injektionsstelle auftrat, ist davon
auszugehen, dass kein BMP in ausreichender Konzentration in die Poren der Blécke gelangen
konnte, vermutlich durch eine komplette Auffiillung dieser Poren mit Weichgewebe. Diese
Beobachtung zeigt zudem, dass sich in der osteokonduktiven Matrize nur nach Zusatz eines

osteoinduktiven Materials wie Bone morphogenetic proteins neuer Knochen gebildet hatte.

Wenn es gilt, nach Implantation einer Hydroxylapatit-Matrize innerhalb einer Zeit von 8
Wochen eine groBtmogliche Knocheninduktion zu erzielen, hat sich eine um zwei Wochen
verzogerte BMP-Injektion als bester der getesteten vier Applikationszeitpunkte erwiesen.
Auch eine einwochige Verzogerung der BMP-Gabe resultierte iber diesen Zeitraum in einer
starkeren Beschleunigung des Osteoinduktionsprozesses als in der Kontrollgruppe mit
simultaner BMP-Gabe bei Implantation der Hydroxylapatit-Blocke. Diese Ergebnisse sind
erstaunlich angesichts der geringeren Kontaktzeit mit Bone Morphogenetic Protein in den
Testgruppen. Im Gegensatz zu den Kontrollproben konnte keine ektope Knochenneubildung
in diesen Testgruppen nachgewiesen werden, was auf eine alleinige BMP-Akkumulation in
der Matrize bei den zwei Testgruppen schlielen lieR. Da es unter dieser Annahme nicht zu
einem Konzentrationsverslust des BMPs kam, konnte das osteoinduktive Potenzial der
verabreichten BMP-Losung in diesen Testgruppen effektiver genutzt werden als in der
Kontrollgruppe, in der 11 von 18 Proben eine ektope Knochenformation aufwiesen. Eine
Abgrenzung des Knochenersatzmaterials zum Milieu der Weichgewebetasche durch eine in
vielen histologischen Prdparaten vorgefundene bindegewebige Ummantelung hat
vermutlich maRgeblich dazu beigetragen, dass das injizierte BMP hauptsachlich im Implantat

verblieb.

Betrachtet man jedoch eine Zeitspanne von 8 Wochen mit der BMP-Applikation als
Ausgangspunkt, konnte in der Kontrollgruppe die hochste Knochenneubildungsrate

nachgewiesen werden. Sowohl eine einwdchige als auch eine zweiwdchige BMP-
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Verzégerung konnte keine vergleichbar starke Beschleunigung des
Osteoinduktionsprozesses bewirken. Als Ursache wurde eine Sattigungscharakteristik in der
Kinetik der BMP-induzierten Osteoinduktion bei verzogerter BMP-Gabe angenommen. Eine
zweiwochige und eine einwochige BMP-Verzogerung konnte somit zwar in den ersten
Wochen eine bessere Beschleunigung der heterotopen Knochenbildung bewirken, auf
langere Sicht hin folgte aus einer simultanen BMP-Gabe aber eine hohere
Knochenneubildungsrate. Eine Ursache fiir diese abflauende Osteoinduktion in den
Testgruppen kann die ,Abschottung” des Implantats gegeniliber der umgebenden
Muskulatur durch die bindegewebige Ummantelung darstellen, obgleich diese zur
Verringerung einer ektopen Knochenbildung potenziell vorteilhaft war. In der Literatur
wurde die osteogene Potenz von Zellen, die aus dem Muskelgewebe stammen, vielfach
betont und eine intramuskuldre Endokultivierung daher favorisiert (Okubo et al. 2000). Eine
bindegewebige Trennung der Kompartimente wiirde die Rekrutierung pluripotenter
Stammzellen erschweren, wodurch die Stagnation der Osteoinduktion in den Testgruppen

auch zu erklaren ware.

Die Hypothese, die der vorliegenden Studie zugrunde liegt, berlicksichtigt nicht die
Bedeutung modulierender Faktoren der Bone Morphogenetic Proteins fir die
Signaltransduktion. Die Beeinflussung der BMP-Wirkung durch Mediatoren ist noch
unzureichend erforscht. Bekannt ist jedoch, dass Faktoren wie Entzindungsmediatoren und
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren in der Lage sind, die BMP-Antwort zu verstarken (Deckers
et al. und Street et al. 2002). Neben einer Positivregulation der BMP-Wirkung wird auch
eine negative Beeinflussung durch noch unbekannte Mediatoren postuliert (Groeneveld &
Burger 2000).Wodurch die BMP-Signaltransduktion in dieser Studie beeinflusst wurde, ist

mit dem momentanen Kenntnisstand nicht abzusehen.

Aufgrund des bilateralen Versuchsmodells liegen keine Daten fiir die Kontrollgruppe Gber
den gleichen Zeitraum wie in der Testgruppe vor. Zusatzlich kann methodenkritisch eine
negative Beeinflussung der Kapazitdit des Modells durch den deutlich geringeren
Probenumfang in den Testgruppen (je 6 Proben gegeniiber 18 Kontrollproben) eingewendet
werden. Durch den groReren Datenumfang in der Kontrollgruppe konnten sich die einzelnen

Werte im Mittel weniger auswirken als in den Testgruppen.
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Generell darf das Resultat eines Tierversuchs nie uneingeschrankt auf den Menschen
Ubertragen werden. Auch wenn die Ratte als Versuchstier durchaus ein geeignetes Modell
darstellt, um die intramuskuldare Endokultivierung von Knochenersatz zu untersuchen,
bestehen erhebliche Abweichungen gegeniiber dem menschlichen Knochenstoffwechsel.
Der Knochenmetabolismus ist zwar bei Ratten ebenfalls durch Wachstum und
Umbauprozesse gekennzeichnet, wobei die Knochenresorption und das Remodeling mit dem
des Menschen vergleichbar sind (Cesnjaj et al. 1991), jedoch findet die Knochenneubildung
erheblich starker statt als im menschlichen Organismus. Dadurch ist es in Studienmodellen
wie diesem moglich, innerhalb eines verhaltnismalig kurzen Versuchszeitraums eine
guantifizierbare Knochenneubildung zu beobachten, allerdings muss im Menschen mit einer

deutlich langsameren Wachstumsgeschwindigkeit gerechnet werden.

Beziglich der klinischen Anwendbarkeit einer heterotopen Knochenziichtung mit
verzogerter BMP-Gabe muss auch auf eine grundsatzliche Schwéache dieser Methode
hingewiesen werden: der Notwendigkeit eines zweiten Eingriffs zur BMP-Applikation mit
damit verbundener Morbiditdt. Mithilfe eines Zentralkanals kann die BMP-Injektion jedoch

minimalinvasiv durchgefiihrt werden.

Die aus dieser Studie gezogenen Schliisse legen nahe, dass in zukiinftigen Studien auch (iber
eine Modifikation des Porenvolumens im Hydroxylapatit-Kérper nachgedacht werden sollte.
Neben Makroporositaten, die ein Einwachsen von Weichgewebe erlauben, kénnten zur
besseren BMP-Verteilung auch Mikroporositdten angelegt werden, in die Weichgewebe

nicht eindringen kann.

Das Modell des Zentralkanals hat sich insgesamt zur Reduktion der UberschieRenden
Knochenneubildung auBerhalb der Matrizen als vorteilhaft herausgestellt. Um die
Diffusionsstrecke fiir die BMP-Losung zu verringern, kann insbesondere in grofReren
Matrizen ein System aus mehreren miteinander verbundenen Kanalen erfolgversprechender
als ein einziger Kanal im Zentrum sein. Unter Berlicksichtigung von Remodeling-Vorgangen
und einer bis zum Versuchsende andauernden Knochenneubildung muss auch Uber eine
Verlangerung des Beobachtungszeitraums in zukinftigen Studien nachgedacht werden, um
Aussagen zur Kinetik des Osteoinduktionsprozesses flir die verschiedenen

Applikationszeitpunkte treffen zu kénnen.
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5. Zusammenfassung

Aufgrund der Bedeutsamkeit der osteogenen Potenz von hamatopoetischen Zellen fiir das
Bone Engineering in vivo wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine BMP-Gabe in
vorimplantierte Matrizen mit Weichgewebs- und GefalReinsprossung die Knochenneubildung
verbessern kénne. Im Rahmen einer Pilotstudie an 6 Lewis-Ratten konnte die
Endokultivierung heterotopen Knochens auf dem  Musculus latissimus dorsi unter
Verwendung von Bio-Oss-Matrizen durch eine Verzogerung der rhBMP-2-Applikation jedoch
nicht verbessert werden. Daraufhin kam im Hauptversuch ein im dreidimensionalen
Druckverfahren industriell gefertigtes Hydroxylapatit-Implantat zum Einsatz, das neben einer
besseren Stabilitdit eine Eignung zum computergestiitzte Design eines individuellen
Knochenersatzes fir komplexe skelettale Defekte besitzt. Ein genormter Porendurchmesser
versprach eine gleichmaRigere Knochenneubildung und ein Zentralkanal sollte das

Einbringen des BMPs im Rahmen einer verzogerten Gabe erleichtern.

Im Hauptversuch wurde in 18 Lewis-Ratten die intramuskuldre Endokultivierung
heterotopen Knochens nach sofortiger BMP-Applikation und um eine, zwei und vier Wochen
verzogerter BMP- Gabe evaluiert. Uber einen kiirzeren Zeitraum fiihrten die ein- und
zweiwochige Verzogerung der BMP-Gabe zu besseren Resultaten, doch auf langere Sicht
war die Knochenneubildung nach simultaner BMP-Gabe (berlegen. Einschrdankend ist zu
sagen, dass auch eine vermehrte ektope Knochenneubildung nach simultaner BMP-
Applikation stattgefunden hatte. Die BMP-Injektion nach vier Wochen Einheilzeit hat sich in
dieser Studie nicht vorteilhaft ausgewirkt. Das eingewachsene Weichgewebe schien eine
Verteilung der nachtraglich injizierten BMP-Losung zu verhindern.  Waiahrend der
Einheilphase hatte sich in den Testgruppen zudem eine bindegewebige Ummantelung des
Implantats ausgebildet. Die osteogene Potenz der Muskulatur, die man sich bei der
Knochenkultivierung zu Nutze machen wollte, wurde so moglicherweise beschrankt. Ein
Zentralkanal zur kontrollierten Injektion einer BMP-L6sung konnte sich jedoch in der Studie
bewdhren und zeigte histologisch auch in Mikroporen eine hervorragende Durchdringung
mit  neuem Knochengewebe. Insgesamt  kam ein  Vorimplantieren des
Knochenersatzmaterials zu einem ahnlichen Resultat wie die simultane Implantation von
BMP und Matrize, wobei durch Modifikationen des Matrizendesigns in zuklinftigen Studien

auch moglicherweise bessere Ergebnisse durch eine verzogerte BMP-Gabe zu erreichen sind.
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7. Bildanhang

Abbildung 14: 4-Wochen-Verzogerungsgruppe. A: Toluidinblaufarbung. Neuer Knochen ist violett
angefarbt, Hydroxylapatit-Material schwarz. Osteoidablagerung (O), eine bereits remineralisierte
Resorptionslakune (R) sowie die Durchbauung des Hydroxylapatits mit neuem Knochen (K) sind mit
Pfeilen gekennzeichnet. B : Fluoreszenzmikroskopie. Einlagerungen von Xylenol Orange (X), Calcein
Grin (C), Alizarin (A) und Doxycyclin (D) sind mit beschrifteten Pfeilen markiert. Balkenldange: 200um.
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Abbildung 15: Im Bild A (Mikroradiographie) stellt sich der neugebildete Knochen (K) dunkler dar als
Hydroxylapatit (HA). Im Bild B (Toluidinblau- Farbung) Aufbau des neugebildeten Knochens in
konzentrischen Lamellen (L). Die in Bild C (Fluoreszenzmikroskopie) zu erkennenden Fluorochrom-
Einlagerungen sind mit Pfeilen markiert (X = Xylenol Orange, C= Calcein Grin, A= Alizarin, D=
Doxycyclin). Balken= 200um.
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Abbildung 16: Korrespondierende Areale eines Praparates mit einwdchiger BMP-Verzogerung. Der
Malstab umfasst 200um. Bild 1: Mikroradiographie. Neugebildeter Knochen (K) Hydroxylapatit (HA).
Bild 2: Toluidinblau-Farbung. Mit Pfeilen markiert: Grenzen der Mineralisationsschichten, komplett
von Knochen umgebene Hydroxylapatit-Granula (HG). Bild 3: Fluoreszenzmikroskopie. Einlagerungen
von Calcein-Griin (C) in der 7. Wochen nach BMP-Gabe auf mit Doxycyclin (D) markierte Bereiche. Im
Bereich des Zusammentreffens der Mineralisationsfronten ist eine Alizarin-Einlagerung (A) zu
erkennen. Xylenol Orange(X) ist nur in geringem Umfang eingelagert worden.



Abbildung 17: Ein beispielhafter Ausschnitt aus einem Praparat der Kontrollgruppe mit simultaner
BMP-Gabe. Bild 1: Die Mikroradiographie dient der Ubersicht Uber das Areal, dem die
Detailansichten entstammen (grau unterlegter Bereich). Bild 2: Fluoreszenzmikroskopie. Die
verschiedenen Fluorochrom-Einlagerungen sind mit Pfeilen markiert (X = Xylenol Orange, C= Calcein
Grin, A= Alizarin, D= Doxycyclin). Im Bild 3 (Toluidinblaufarbung) sind besonders hervorzuheben:
Haverssche Systeme (H), Resorptionslakunen (R) und eine osteoblastenreiche jlingere mineralisierte
Schicht (OB). Der Maf3stab entspricht einem Abschnitt von 200um.
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Tier F, rechter Block Tier E, rechter Block

Abbildung 18: Wundheilungsstérungen liber den rechten Implantaten 4 Wochen nach Implantation
mit teilweiser Implantatfreilegung.
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Abbildung 19: Fluoreszenzmikroskopie der Praparate eines Tieres, im oberen Ausschnitt ist BMP
verzogert gegeben worden (linke Tierseite), im unteren wurde mit der Implantation des Bio-Oss-
Blocks BMP verabreicht. Der weile Balken entspricht einem Abschnitt von 500um im Pradparat, die
VergroBerung ist im Bild A groBer als im Bild B. Die Fluorochrome sind folgendermaRen
gekennzeichnet: (X) Xylenol Orange, (C) Calcein Griin, (A) Alizarin, (D) Doxycylin.

Die Affinitat des Bio-Oss© zu Calcein Grin ist deutlich sichtbar, im Vergleich beider Praparate zeigt
sich eine geringe Einlagerung von Doxycyclin und Xylenol Orange bei verzogerter BMP-Gabe und eine
gute Ausbildung von Banden aller 4 Fluorochrome im auf das Bio-Oss©-Material aufgelagerten
Knochengewebe. Die Pfeile weisen auf eine intertrabekulare Knochenneubildung hin.
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Abbildung 20: Detailansichten der Toluidinblau-Farbungen. Der weile Balken entspricht einem
Ausschnitt von 200 um im Praparat. Die Bilder A und B sind exemplarische Einzelausschnitte fir die
simultane Gabe von BMP, die Bilder C und D stammen aus Prdaparaten mit verzégerter BMP-Gabe.
Das Bio-Oss©-Geriist stellt sich braun dar, das mineralisierte Gewebe ist blau angefarbt. In allen
Bildausschnitten kdnnen Osteozyten im Knochengewebe identifiziert werden.

Im Bild A ist ein Areal angeschnitten, in dem die Osteogenese direkt auf dem Knochenersatzmaterial
stattgefunden hat, Bild B zeigt einen Bereich von Knochengewebe, das sich im Randbereich des
Blockes gebildet hat. Ein Aufbau aus einer dufReren Lage aus noch unvollstdndig mineralisiertem
Material (roter Pfeil) und gefolgt von einer Zelllage flacher Osteoblasten sowie einer inneren
mineralisierten Matrix mit Osteozyten ist hier erkennbar. Auch im Ausschnitt C wird auf diesen
strukturellen Aufbau mit Pfeilen hingewiesen.

Der Osteoinduktionsprozess hat, wie im Ausschnitt C, in einigen Bereichen der Praparate kompakte
Strukturen mit bereits ausgebildeten Osteonen (O) und einem Kanalsystem(K) hervorgebracht.
Zusatzlich sind auf diesem Bild scharf begrenzte Schichten (S) im mineralisierten Gewebe zu finden.
Im Bild D sind ebenfalls Zeichen eines Knochenumbaus zu sehen.
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Abbildung 21: Zusammenstellung einiger Paraffinschnitte in Hamatoxylin-Eosin-Farbung und
Masson-Goldner-Farbung bei simultaner BMP-Gabe. Der weifle Balken entspricht 100 pum im
Praparat. Bild A: In der HE-Farbung ist das Knochengewebe (K) heller rot geférbt als das Bio-Oss©-
Material (BO). Das Implantat weist eine Durchbauung mit kollagenem Bindegewebe und Fettgewebe
auf und einige kleine BlutgefalRe sind angeschnitten (Pfeile). Bild B: Der Knochen ist violett gefarbt,
das Bio-Oss©-Material griin. Die Osteozyten im Knochengewebe sind gut zu erkennen. Bild C: Im
Knochengewebe ist ein Haversscher Kanal (H) mit zentralem BlutgefalR vorhanden. Bild B und C
Masson-Goldner-Farbung.
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Abbildung 22: Zusammenstellung zweier Paraffinschnitte in Himatoxylin-Eosin-Farbung und Masson-
Goldner-Farbung bei verzégerter BMP-Gabe. Der weiRRe Balken entspricht 100 um im Praparat. Bild
A: Intertrabekuldre Knochenneubildung mit lamellarer Struktur (L), umgeben von Bindegewebe. Die
Pfeile weisen auf GefdRanschnitte hin. Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Bild B: Bio-Oss-assoziierte (B)
Knochenneubildung mit umgebender GefaRversorgung (Pfeil). Masson-Goldner-Farbung.
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Abbildung 23: Darstellung einer reprasentativen Mikroradiographiekollage aus jeder Gruppe. Der
weilRe Balken entspricht einer Ldinge von 2 mm im Prdparat. A: Praparat der Gruppe mit einwoéchiger
Verzogerung. B: Praparat der Kontrollgruppe als Referenz. C: Praparat aus Testgruppe mit Gabe von
BMP um 2 Wochen verzogert. D: Testgruppe mit BMP-Applikation 4 Wochen verzogert.
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Abbildung 24: Ausschnitte aus den Mikroradiographien jeder Gruppe. Der weilse Balken entspricht
einem Abschnitt mit der Lange von 500 um im Praparat. Der neu gebildete Knochen stellt sich dunkel
dar, das Hydroxylapatit-Gerist erscheint als helle, aus vielen runden Makroteilchen bestehende
Struktur (gekennzeichnet mit H). Die Pfeile weisen auf eine direkte Auflagerung des mineralisierten
Gewebes auf des Hydroxylapatit hin.
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Abbildung 25: Paraffinschnitte der 4 verschiedenen Praparategruppen, dargestellt als
Ubersichtskollagen in Himatoxylin-Eosin-Farbung. Die weiRen Balken entsprechen 2mm-Abschnitten
im Praparat. Neugebildeter Knochen ist violett gefarbt, Bindegewebe blau, Muskelgewebe rot und
Hydroxylapatit schwarz. Bild A: Praparat aus der einwdchigen Verzégerungsgruppe, im Randbereich
sind Anteile des Musculus latissimus dorsi zu erkennen (Pfeile). Eine Knochenneubildung ist sowohl in
den Poren des Gerilsts als auch im Zentralkanal (ZK) nachzuweisen. Bild B: Praparat aus der
Kontrollgruppe, gut zu erkennen ist die Ausfiillung des Zentralkanals (ZK) mit Bindegewebe sowie die
Ummantelung des Implantats mit kollagenem Bindegewebe (Pfeile). Am unteren linken Bildrand ist
ein Anteil des Muskelgewebes angeschnitten (M). Im gesamten Praparat ist neugebildeter Knochen
zu erkennen. Bild C: Préparat aus der Zwei-Wochen-Verzégerungsgruppe. Im Zentralkanal (ZK) hat
sich trabekuldres Knochengewebe gebildet, der GroRteil der Poren im Gerilst weist jedoch keine
Knochenneubildung auf. Auch dieses Praparat ist vollstindig von Bindegewebe durchzogen und
umkleidet. Bild D: BMP wurde 4 Wochen nach Implantation der Matrize verabreicht. Eine
Knochenneubildung hat nur ganz vereinzelt stattgefunden, das Prdparat ist bis auf das Innere des
Zentralkanals gut von Bindegewebe durchdrungen.
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Abbildung 26: Ausgewdhlte Paraffinschnitte in Hamatoxylin-Eosin-Farbung und Masson-Goldner-
Farbung der 4 Versuchsgruppen. Ein Abschnitt von 200 um ist jeweils durch einen weillen Balken
ausgewiesen. Bild A: Einwdchige BMP-Verzogerung. Neugebildetes Knochengewebe erscheint
dunkelrot, Bindegewebe blau-violett. Neugebildetes Knochengewebe (K) ist umgeben von
zellreichem kollagenem Bindegewebe (KB) und Fettgewebe (F). Blutgefile sind mehrfach
angeschnitten (G). Einige Hydroxylapatit-Granula sind in das Knochengewebe integriert worden (HA).
Bild B: simultane BMP-Gabe in der Kontrollgruppe. Das Hydroxylapatit ist mit neuem
Knochengewebe durchbaut, in der Umgebung sind BlutgefaRe und Fettgewebe zu erkennen. Bild 1
und 2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Bild C: BMP wurde zwei Wochen nach Implantation der Matrize
gegeben. Das mineralisierte Gewebe stellt sich griin dar, Kollagen erscheint ebenfalls griin. Auch hier
sind Anschnitte von BlutgefaRen im Weichgewebe zu erkennen (Pfeile). Bild D: Ansicht einer Pore im
Hydroxylapatit (HA) mit einem Strang neugebildeten Knochengewebes im Zentrum, der von
versorgenden GefalRen umgeben ist (Pfeile). Bild 3 und 4 Masson-Goldner-Farbung.
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Abbildung 27: Ausgewdhlte Paraffinschnitte in immunhistologischem Antikérpernachweis mit
PECAM-1-Farbung. Ein Abschnitt von 200 um ist durch einen weiRRen Balken ausgewiesen. Blutgefille
sind mit Pfeil gekennzeichnet. Bild A: zweiwdchige BMP-Verzogerung mit Antikdrpernachweis gegen
Oberflachenstruktur CD-31 auf Endothelzellen. Neugebildetes Knochengewebe erscheint blau,
Endothelien stellen sich braun dar. Bild B: Zweiwéchige BMP-Verzogerung, Farbung ohne Zusatz von
PECAM-1 als Negativkontrolle.
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