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Schretben ist leicht.

Man muss nur die falschen Worter weglassen.

Mark Twain
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1 EINFUHRUNG

Durch traumatische Einwirkung und nach der Entfernung von Knochentumoren entstehen
hiufig Knochendefekte einer kritischen Grof3e (critical size defects), die vom umgebenden
Lagerknochen nicht mehr aus eigener Kraft durchbaut werden kénnen. Dieses Defizit kann
durch das operative Einbringen unterschiedlicher Fullmaterialien in die Defekte ausgeglichen
werden. Das implantierte Material dient den vom Lager ausgehenden Knochenneubildungen als
raumliche Leitschiene (Osteokonduktion) und kann im gunstigsten Fall sogar die

Knochenneubildung induzieren (Osteoinduktion) (Rueger 1998; Yuan et al. 1998).

Der goldene Standard zur Auffillung von Knochendefekten ist die Transplantation autogener
Spongiosa (Rueger 1998; Rizzi et al. 2001; Briem et al. 2002). Deren Gewinnung erfordert
jedoch einen zweiten operativen FEingriff, der die Gefahr von Komplikationen wie
Blutverlusten und Infektionen erhoht (Rueger 1998; Gierse und Donath 1999; Ylinen et al.
2002). Dartiber hinaus wurde bei humanmedizinischen Untersuchungen festgestellt, dass 55 %
der Patienten noch ein Jahr nach der Spongiosaentnahme am Beckenkamm an der
Entnahmestelle lokale Irritationen oder Schmerzen aufwiesen (Wippermann et al. 1997).
Weiterhin sind die Entnahmemengen limitiert und hdufig nicht ausreichend fiir eine

Defektauffillung (Mangano et al. 2003).

Daher kommen allogene Knochentransplantate alternativ zum Finsatz. Deren Verwendung
setzt allerdings eine kostenintensive Infrastruktur voraus, da die Transplantate in einer
Knochenbank aufgearbeitet und gelagert werden mussen (Ginther et al. 1998; Stiitzle et al.
1998). Trotz Sterilisation des Transplantats besteht weiterhin ein Ubertragungsrisiko von

Infektionserregern auf den Empfinger (Knaepler 1997; Schnettler et al. 1998).

Bei xenogenen Implantaten ist dariiber hinaus die Entfernung aller antigen wirkenden
Strukturen notwendig (Schnirer et al. 2003), um die Immunreaktionen des Empfingers auf
speziesfremdes Gewebe zu verhindern. Die genannten Nachteile der autogenen, allogenen und
xenogenen Transplantate favorisieren daher den klinischen Einsatz von industriell hergestellten
Knochenersatzstoffen zur Auffillung von Knochendefekten. Dabei ist die Biokompatibilitit

die wesentliche Voraussetzung fiir die Verwendung von Implantaten (Schniirer et al. 2003).

Bei der industriellen Entwicklung von Knochenersatzstoffen steht die Forderung nach
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Optimierung von Menge und Qualitit des neugebildeten Knochens bei gleichzeitig optimaler
Belastbarkeit im Vordergrund (Rueger 1998). Da die Materialien in groen Mengen industriell
produziert werden, stehen sie nahezu unbegrenzt zur Verfigung. Durch die Art ihrer
Zusammensetzung und ihrer Darreichungsform konnen sie den Bedtrfnissen der
Defektheilung angepasst werden. Grundvoraussetzung fiir eine ungestorte und optimale
Heilung ist stets, dass die Resorption und der biologische Abbau mit der gleichen

Geschwindigkeit erfolgen, wie der autochthone Knochen den Defekt auffillt (Rueger 1998).

Um die Dauer der Defektheilung zu verkiirzen, werden Knochendefekte seit einigen Jahren
durch die lokale Applikation von einzelnen oder mehreren Wachstumsfaktoren in
verschiedenen Darreichungsformen therapiert (Einhorn 1995). Die dabei verwendeten
Substanzen sind physiologischer Bestandteil der extrazelluliren Knochenmatrix (Hauschka et
al. 1988; Baylink et al. 1993). Neben rekombinanten Wachstumsfaktoren wird plattchenreiches
Plasma (platelet-rich plasma, PRP), als Quelle von Wachstumsfaktoren, zur Beschleunigung der
Knochenneubildung eingesetzt (Marx et al. 1998; Aghaloo et al. 2002; Freymiller und Aghaloo
2004).

Da bislang nur wenige Informationen zur Wirksamkeit von PRP auf den zellvermittelten
Implantatabbau existieren, soll in der vorliegenden tierexperimentellen Studie der Einfluss von
PRP auf die zellulire Degradation eines neuartigen nanopartikuliren Hydroxylapatits in der

Frihphase der Knochendefektheilung untersucht werden.

Der Knochenersatzstoff Ostim® wurde bereits bei Schafen in Knochendefekte des Tibiakopfes
und bei Kaninchen in den Condylus lateralis des Femur implantiert (Schnettler und Dingeldein
2002). In der vorliegenden Untersuchung wurde mit Miniaturschweinen eine
Versuchstierspezies gewihlt, die sowohl in Bezug auf die mechanische Belastung des
Knochendefekts als auch in Hinblick auf Faktoren wie Knochenstruktur und
Gerinnungsparameter dem Menschen sehr dhnlich ist (Honig und Merten 1993; Schnettler et al.

1998).

Fir die Frihphase der Heilung von Knochendefekten, die mit Ostim® versorgt wurden, fehlen
Daten in Bezug auf Degradation, Osteokonduktion und Osteoinduktion nahezu vollstindig. Im
Pilotversuch zur vorliegenden Studie wurde daher bei zwei Schweinen der Knochenersatzstoff

Ostim® in den Condylus lateralis des Femur implantiert und Proben vom 10. und 20. Tag post

2
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operationern im Hinblick auf die Frithphase der Knochendefektheilung untersucht. Dabei konnte
festgestellt werden, dass fir die Beantwortung wesentlicher Fragestellungen im Rahmen der
Knochenneubildung, Zellmigration, Degradation und der Angiogenese der 20. Tag nach der
Operation der aussagekriftigere Zeitpunkt ist (Kilian et al. 2002).
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2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Knochenersatzstoffe auf Kalziumphosphatbasis

Synthetisch hergestellte Knochenersatzstoffe auf Kalziumphosphatbasis werden seit einigen
Jahren erfolgreich klinisch eingesetzt. Sie kénnen sowohl zur permanenten Substitution im
Sinne einer Prothese als auch als Gertstsubstanz fir die Knochenregeneration verwendet
werden (Hasegawa et al. 2003). Wie aus Tabelle 1 zu entnehmen ist, ldsst sich die Vielzahl von
auf dem Markt befindlichen Produkten in unterschiedliche Zubereitungen klassifizieren. Sie
finden als gesinterte Keramiken, 7z situ aushirtende Zemente und als nicht warmebehandelte

Pasten Verwendung.

Tabelle 1: Auf dem Markt befindliche Knochenersatzstoffgruppen (Schatirer und Gopp 2003)

Knochenersatzstoffgruppe Beispiele fiir kommerziell erhiltliche Produkte der

Knochenersatzstoffgruppen

Hydroxylapatit-Keramik (biol.) Pro-Osteon™ (korallin), Endobon® (bovin)

Hydroxylapatit-Keramik (synth.) Synatite®, Cerabone®

TrikalZiumphosphat-Keramik Calciresorb®, Cerasorb®
Biphasische Keramiken Biocer®R, Ceraform®
Kalziumphosphat-,, Zemente Biobon®, BoneSource”
Kollagen-Kalzgiumphosphat Collapat®, Healos®
Xenograft (bovin) Isobone®, Orthoss®

Zur Auffillung von Knochendefekten werden Implantatmaterialien aus der Grundsubstanz
Hydroxylapatit (HA) in keramischer und nicht-keramischer Form eingesetzt, da HA dem
Hauptbestandteil der anorganischen Phase des natiitlichen Knochens entspricht und sich durch

eine sehr gute Gewebevertraglichkeit (Sun et al. 1999) und Osteokonduktivitit (Hasegawa et al.
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2003) auszeichnet. Die groBe Ahnlichkeit in der chemischen Zusammensetzung und dem
biologischen Verhalten von synthetisch hergestelltem und natiirlich im Knochen
vorkommendem HA ist im Hinblick auf die Vertriglichkeit und Osseointegration im

Empftinger von groB3er klinischer Bedeutung (Hollinger et al. 1996; Bohner 2001).

In Bezug auf die Abbaubarkeit im Empfingerorganismus post implantationem handelt es sich bei
HA um ein biodegradierbares Material, welches einem langsamen Abbauprozess unterliegt
(Goto et al. 2001). Bei Raumtemperatur durch Prizipitation entstandene HA-Werkstoffe sind
aufgrund ihrer groflen Oberfliche (bis zu 100 m?2/g) biologisch aktiver als Kalziumphosphat-
Keramiken, die mit hohen Temperaturen behandelt werden und deren spezifische Oberfliche
etwa 1 m?/g betrigt (Bohner 2001). Abhingig von der Methode der Zubereitung variiert die
Loslichkeit dieser HA-Prizipitate jedoch stark (Bohner 2000).

HA ist ein bioaktives Material, das nach Implantation im Empfinger eine spezifische
Gewebeantwort induziert, die zu einer engen Implantat-Knochen-Bindung am Interface fiihrt
(Merry et al. 1998). Ermoglicht wird diese rdumliche Verkntpfung durch die partielle
Obertlachenl6slichkeit und die direkte Anlagerung von Knochenmatrix am Implantat (Muller-
Mai et al. 2001). Eine osteoinduktive Wirkung von gesintertem HA nach Implantation in die

Muskulatur von Affen wurde von Ripamonti (1996) beschrieben.

HA-Keramiken gelten als nicht vollstindig resorbierbar. Nicht resorbierte Partikel des
Implantats sollen das Remodeling des Knochens stéren, was theoretisch zu suboptimalen
mechanischen Eigenschaften fithren kann (Bloemers et al. 2003) oder die Entstehung einer auf
die funktionell-physiologischen Bediirfnisse abgestimmten Knochenstruktur verhindert
(Schulte und Donath 1991). Dem unvollstindigen Abbau von Keramiken auf
Kalziumphosphatbasis soll ein schnelles Uberwachsen der Implantatoberfliche mit neuem
Knochen zugrunde liegen, so dass resorbierenden Zellen der Weg zur Implantatoberfliche
versperrt wird (Sarkar et al. 2001). Hohe Sinterungstemperaturen von iiber 1000 °C werden als
weiterer Grund fir die unvollstindige Degradation von HA—Keramiken angesehen. Bei diesen
Temperaturen entstehen groe HA—Kiristalle, die von Osteoklasten nur noch schwer

abzubauen sind (van Landuyt et al. 1995).
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2.2 Abbauverhalten und Degradationsmechanismen

Ein wesentliches Kriterium zur Beurteilung der klinischen Eignung von Knochenersatzstoffen

ist ihre Degradierbarkeit, die bei unterschiedlichen Zubereitungen variiert.

Grundsitzlich basiert der Abbau von Knochenersatzmaterialien auf Kalziumphosphatbasis auf
zwei Mechanismen: Einerseits auf der Degradation durch extrazellulire Flissigkeit mittels
Hydrolyse, andererseits auf dem Abbau durch Makrophagen und multinukleare Riesenzellen
oder Osteoklasten (Merten et al. 2000). Letztlich bestimmen die unterschiedlichen
Materialeigenschaften eines Knochenersatzstoffes dessen Abbauverhalten und den
Degradationsmechanismus. Dazu zdhlen Parameter wie die PartikelgroBle, Partikelform
(Monchau et al. 2002), Reinheit des Materials (Schnettler und Dingeldein 2002), Kristallinitat
(Overgaard et al. 1999; Shi et al. 2002), die Beschaffenheit der Implantatoberfliche (Kieswetter
et al. 1996), Porositit (Sun et al. 2002) und bei Keramiken die zur Herstellung notwendige

Sinterungstemperatur (Zheng et al. 1998).

In Bezug auf den zelluliren Abbau von Kalziumphosphatkeramiken finden in der Literatur
stets zwei unterschiedliche Mechanismen Erwihnung: Einerseits die Phagozytose von
Implantatpartikeln, zu der Zellen der Monozyten/Makrophagen-Zellreihe, Fibroblasten und
Osteoblasten befahigt sind und andererseits die Osteoklasten-vermittelte Resorption. Hierbei
erniedrigt sich der pH-Wert innerhalb eines vom Osteoklasten umgebenen Kompartimentes
der Implantatoberfliche mit Hilfe von membrangebundenen Protonenpumpen, worauf die
Auf- und Ablosung von Implantatanteilen und deren anschlieBende zellulire Inkorporation

erfolgt (Blair 1998; Heymann et al. 1999; Teitelbaum 2000a; Wenisch et al. 2003).

Fir den Knochenersatzstoff Ostim® liegen in Bezug auf das Degradationsverhalten nur

wenige Informationen vor.

2.3 Fremdkoérperreaktionen

Nach der Implantation von Knochenersatzmaterialien vollzieht sich die Fremdkorperreaktion
als lokale Antwort des Empfingers auf den eingebrachten Fremdkorper und auf die Zerstérung
der knochernen Integritit im Zuge der Implantationsoperation. Die Fremdkorperreaktion
spiegelt sich in der Rekrutierung von Makrophagen und multinukleiren Riesenzellen zur

Implantatoberfliche wider und geht mit Fibroblasten-Proliferation, Kollagendeposition und

6
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Angiogenese im Interface einher (Anderson 1988).

Diese Reaktion ist Ausdruck eines naturgemillen Geschehens, das sich aufgrund der
phylogenetisch hoch konservierten Abwehrmechanismen der Wirbeltiere vollzieht. Somit stellt
die Fremdkorperreaktion eine fir den Organismus notwendige Schutzmal3nahme im Zuge der
Gewebeheilung dar, insbesondere wegen der Fihigkeit der Makrophagen zur Bildung
inflammatorischer Zytokine und einer groen Anzahl von Wachstumsfaktoren (Sunderkotter et

al. 1994).

Die protektive Wirkung der Fremdkoérperreaktion im Verlauf der initialen Entztindungsphase
post  implantationems ist somit unbestritten. Bei chronischem Verlauf kann die lokale
Entziindungsreaktion jedoch zu Komplikationen wie mangelnder Osseointegration,
Implantatinsuffizienzen oder fibroser Abkapselungen des eingebrachten Materials fithren (Tang
und Eaton 1995). Informationen iiber die Art und Anzahl der am Implantatabbau beteiligten
Zellen sind daher notwendig, um die Biokompatibilitit eines Implantatwerkstoffes zu

beurteilen.

Die Fusion mononukleirer Makrophagen zu mehrkernigen Riesenzellen findet in der Regel
statt, um die Lyse- und Degradationskapazititen dieser phagozytiren Zellpopulation zu
steigern. Wie durch chronisch inflammatorische Prozesse generiert (Vignery 2000), wirkt ein
niedriger pH-Wert in der Mikroumgebung von mononukleiren Makrophagen
fusionsaktivierend (Franklin 1958; Hernandez et al. 1996). Als ecine weitere wichtige
Voraussetzung fiir die Fusion von mononukleiren Makrophagen wird in der Literatur das
Vorhandensein von CD44 diskutiert. CD44-Molekiile bilden eine weitverbreitete Gruppe
integraler Membranglykoproteine (Lesley und Hyman 1998), welche Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen vermitteln (Borland et al. 1998; Sterling et al. 1998; Goodison et al. 1999; Vignery
2000). Auch in der vorliegenden Untersuchung sollen die Fusionseigenschaften der am
Implantatabbau beteiligten Zellen durch den Einsatz von Antikérpern gegen CD44 geklirt

werden.

2.4 Phagozytosemechanismen

Makrophagen werden als ,,professionelle” Phagozyten bezeichnet (Djaldetti et al. 2002), da die

Phagozytose von Zelltrimmern und korperfremden Substanzen zu ihren Hauptaufgaben zahlt.
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Dartber hinaus sind auch ,,nicht-professionelle” Phagozyten wie Fibroblasten (Segal et al.
2000) und B-Lymphozyten (Djaldetti et al. 2002) durch die Entwicklung phagozytirer

Eigenschaften charakterisiert.

Phagozytose bedeutet die Aufnahme fester Partikel in Zytoplasmavakuolen von Phagozyten
(Allen und Aderem 1996). Dieser Vorgang geht mit einer Aktin-Polymerisierung in der Zelle
cinher, die durch eine Interaktion auf der Partikel-/Phagozytenoberfliche ausgelost wird
(Rabinovitch 1995; Belyi 2002; Djaldetti et al. 2002). Im Anschluss an die Ausbildung von
Pseudopodien, die den Partikel umfassen (Angeles Esteban 2002), wird dieser schnell und
selektiv zusammen mit einem Stiick der Plasmamembran in die Zelle aufgenommen, wo sich
aus beiden Komponenten ein Phagosom bildet (Beron et al. 1995). Dieses Phagosom reift
infolge einer Fusion mit Lysosomen zum Phagolysosom, in dem die inkorporierte Substanz mit
Hilfe von Enzymen degradiert wird (Aderem und Underhill 1999). In der Vergangenheit
wurden einige Rezeptortypen identifiziert, die die Bindung und Aufnahme von Partikeln
vermitteln. Diese Rezeptoren kénnen mit ihren Zielstrukturen entweder direkt interagieren,
indem sie an strukturelle Determinanten auf der Oberfliche binden oder indirekt nach
vorheriger Opsonierung des Fremdkoérpers (Greenberg 1995). Ein Beispiel fir eine initiale
Opsonierung ist die Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose. Hierbei wird der Fremdkorper von
spezifischen Immunglobulinen umschlossen und erst durch diese Ummantelung fiir abbauende
Zellen phagozytierbar. Das Opsonin, das bei der Phagozytose die grofite Rolle spielt, ist
Immunglobulin G (IgG) (May und Machesky 2001). Es bindet an Fc-y-Rezeptoren, wihrend
IgA an Fc-o- und IgE an Fc-é-Rezeptoren binden (Yokota et al. 1992; van Egmond et al. 1999).

Die Interaktion zwischen Fc-y-Rezeptor und IgG fihrt zur Phosphorylierung eines
spezifischen Tyrosinrestes im Rezeptor, die eine Konformationsinderung im zytoplasmatischen
Anteil des Rezeptors zur Folge hat (May und Machesky 2001). Diese Konformationsinderung
ist der Beginn einer intrazelluliren Signalkette, die zu einer strukturellen Neuanordnung der
Aktinfilamente fuhrt (May und Machesky 2001; Belyt 2002). Dartiber hinaus konnen
Fremdkorper und Pathogene auch relativ unspezifisch mit Komplementfaktoren opsoniert und
anschlieBend von Komplement-Rezeptoren gebunden werden. Diese Bindung induziert
Strukturinderungen des Aktin-Zytoskeletts zur Ausbildung von Pseudopodien (Greenberg
1999) und gipfelt in der Internalisierung des Fremdkorpers in die Phagozyten (Aderem und
Underhill 1999).

8
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Weiterhin existiert auf der Zellmembran von Phagozyten eine groBe Anzahl von Nicht-
Komplement-Rezeptoren, die die Internalisierung von korperfremden Partikeln vermitteln. Zu
dieser Rezeptorenklasse gehoren zum Beispiel Integrin- und Mannoserezeptoren (May und

Machesky 2001).

Integrine sind heterodimere transmembrane Glykoproteine, die aus unterschiedlichen
Kombinationen von 16 a- und acht B-Untereinheiten bestehen (Hughes et al. 1993; Boissy et
al. 1998). Hierbei ist die a-Untereinheit fiir die spezifische Ligandenbindung zustindig,
wihrend die B-Untereinheit mit Komponenten der intrazelluldren Signalwege in Verbindung

steht (Tet et al. 2002). aVPB3-Integrin wird in groBen Mengen auf der Plasmamembran von
Osteoklasten exprimiert und hat, wie alle Proteine der Integrin-Familie, eine entscheidende
Funktion bei der Ausbildung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen (Hughes et al. 1993;
Isberg und Nhieu 1995; Nakamura et al. 1999). Die Bindung wird auf der Matrixseite durch
extrazellulire Matrixproteine vermittelt, die eine Arginin-Glycin-Aspartat-Sequenz (RGD
sequence) als Bindungsstelle enthalten, wie sie beim Vitronektin zu finden ist (Aubin 1992;
Duong und Rodan 1998; Wenisch et al. 2003). Weiterhin findet man «VB3-Integrin in
intrazelluliren Vakuolen von Osteoklasten (Vaananen et al. 2000). Aus einer Liganden-Integrin-
Bindung resultieren intrazellulire Verinderungen in der Anordnung des Zytoskeletts, die zu
einer Verinderung der Zell-Adhision und der Motilitit der Zelle fihren (Hynes 1992;
Nakamura et al. 1999). Die Polarisierung von Osteoklasten mit der Ausbildung von dlear zone
und ruffled border, die der Resorption von Knochensubstanz vorausgeht, ist ebenfalls von der
Funktion des aV33-Integrins abhingig (Suda et al. 1997). «VB3-Integrin, auch als Vitronectin-
Rezeptor bezeichnet, wird, obwohl hiufig als Osteoklastenmarker bezeichnet (Quinn et al.
1998; Hirayama et al. 2002), nicht exklusiv von Osteoklasten exprimiert, sondern konnte in der
Membran von aktivierten humanen Makrophagen 7 vitro nachgewiesen werden (Quinn et al.
1999). Um die knochenabbauenden Zellen zu detektieren, wurden in der vorliegenden Studie

kommerziell erhaltliche «VB3-Integrin-Antikorper eingesetzt.

Auf  zytoplasmatischer Ebene werden Anderungen der Zellmotilitit und des
Adhisionsverhaltens durch Intermediidrfilamente vermittelt. Vimentin ist das meist verbreitete
Intermedidrfilament-Protein  (Mor-Vaknin et al. 2003). In den meisten Vertebratenzellen

formen Intermediarfilamente strukturelle Netzwerke, die von der Oberfliche der Zellkerne zur
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Peripherie der Zellen ziehen (Chou und Goldman 2000). Intermedidrfilamente sind dynamische
Strukturen in lebenden Zellen, welche die Integritit und mechanischen Eigenschaften des
Zytoplasmas aufrecht erhalten (Yoon et al. 1998; Goldman et al. 1999) sowie in die
Zelladhision involviert sind (Correia et al. 1999). In humanen Monozyten und aktivierten
Makrophagen, sowie in mehrkernigen Riesenzellen ist Vimentin in groflen Mengen
nachzuweisen (Cain et al. 1983). In vitro-Versuche zeigen hohe Vimentin-Konzentrationen in
Makrophagen von Miusen in der Frithphase der Adhision, vor allem innerhalb adhirenter
Zellanteile und Podosomen (Correia et al. 1999). In der vorliegenden Untersuchung diente der
Nachweis von Vimentin der Darstellung unterschiedlicher Funktionszustinde von

implantatassoziierten Polykaryen.

2.5 Osteoklasten — mehrkernige Riesenzellen: Méglichkeiten und Grenzen der

Zellcharakterisierung und Zelldifferenzierung

Nach heutigem Kenntnisstand beteiligen sich am Abbau CaP-basierter Knochenersatzstoffe
zwel Populationen mehrkerniger Zellen: Osteoklasten und mehrkernige Riesenzellen
(Constantz et al. 1998; Lu et al. 2002; Bloemers et al. 2003). Wihrend sich die Identifizierung
einkerniger Makrophagen mittels morphologischer und immunhistochemischer Methoden
(CDG68) eindeutig gestaltet, ist die Charakterisierung und Differenzierung der Polykaryen
ungleich schwieriger, denn die Morphologie und die Markerprofile auf immunochemischer und

molekularbiologischer Ebene sind nahezu gleich.

Sowohl Osteoklasten als auch mehrkernige Riesenzellen, die auch als Fremdkorperriesenzellen
(FBGC) bezeichnet werden, haben ihren Ursprung im himatopoetischen System und stammen
von mononukledren Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems ab (Webber et al. 1990;
Zheng et al. 1991; Mostov und Werb 1997, Roodman 1999; Anderson 2000; Teitelbaum
2000a).

Wihrend jedoch die Osteoklasten im Rahmen des physiologischen Rewodelings mineralisierte
Substanz abbauen (Wang et al. 1997b; Vaananen et al. 2000; Webster et al. 2001), entstehen
FBGC im Rahmen von Entziindungen wie nach der Implantation einer kérperfremden
Substanz, die wegen ihrer PartikelgroBle nicht mehr von mononukleiren Makrophagen
phagozytir bewiltigt werden kann (Vignery 2000). Fir die Beurteilung der Tauglichkeit von

Knochenersatzmaterialien und deren Wirkung auf den Empfingerorganismus ist die
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Differenzierung beider Zelltypen daher von groBter Wichtigkeit.

Wihrend sich auf lichtmikroskopischer Ebene keine Méglichkeiten eréffnen, beide Zelltypen
voneinander zu unterscheiden, legt die ultrastrukturelle Betrachtung wesentliche zellspezifische

Merkmale offen und wird daher in der vorliegenden Untersuchung durchgefiihrt.

Aktive Osteoklasten bilden als deutlich polarisierte Zellen einen dem Knochen oder Implantat
zugewandten Resorptionsapparat aus, der aus der sealing zone und dem ruffled border besteht (Blair
1998; Teitelbaum 2000a; Wenisch et al. 2003). Entlang der Knochenoberfliche entsteht damit
ein extrazellulires Kompartiment, in dem zunichst durch H*-Ionen ein niedriger pH-Wert
erzeugt wird. Dies hat die Demineralisierung der anorganischen Knochenmatrix zur Folge und
erzeugt optimale Reaktionsbedingungen fir proteolytische Enzyme (Dodds 2003). Lysosomale
Enzyme werden, in Vesikel verpackt, zum ruffled border transportiert und in das extrazellulire
Kompartiment sezerniert (Duong und Rodan 1998). Durch ihre Resorptionskapazitit sind
Osteoklasten damit zur Bildung von Resorptionslakunen entlang mineralisierter Oberflichen

befihigt (Athanasou 1996; Felsenberg 2001).

Die Detektion des Calcitonin-Rezeptors wird als spezifischer Nachweis der Osteoklasten
angeschen, wodurch die Unterscheidung von mehrkernigen Riesenzellen gelingt, denen dieser
Rezeptor fehlen soll (Owens et al. 1996; Quinn et al. 1999; Teitelbaum 2000b). Calcitonin ist
ein Peptidhormon, das in parafollikuliren Zellen der Schilddriise gebildet wird und primar die
Funktion hat, den Serum-Kalziumspiegel zu senken. Dies geschieht tber verminderte
Riickresorption von Kalzium in der Niere und die Verhinderung der Freisetzung von Kalzium
aus der Knochensubstanz durch Osteoklasten. Calcitonin bindet direkt an Osteoklasten und
moduliert deren Resorptionsaktivitit (Galvin et al. 1998). Lee und Mitarbeiter (1995)
beobachteten die Reifung von Osteoklasten aus Vorlduferzellen 7z vitro und postulieren, dass

der Calcitonin-Rezeptor ein Marker fiir mature Osteoklasten ist.

Die Detektion des CD68-Antigens eignet sich zum Nachweis von Monozyten und
Makrophagen (Kelly et al. 1988; Falini et al. 1993; Yamate et al. 2000). CDG68 ist ein
Transmembran-Glykoprotein, das mit den Lysosomen in Makrophagen assoziiert (Ackermann
et al. 1994) und am lysosomalen Transport und der Endozytose beteiligt ist. Fuir die Detektion
von Makrophagen stehen als Antikorper gegen CD68 die Klone EBM11 und PG-M1 zur
Verfigung (Kelly et al. 1988; Greywoode et al. 1990; Falini et al. 1993). Beide Klone sind nach
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Herstellerangaben fiir humanes Gewebe geeignet. Da sie jedoch auch an caninem (Christgau et
al. 1998), bovinem und porcinem Gewebe (Ackermann et al. 1994) bereits erfolgreich

eingesetzt wurden, fanden beide Klone Eingang in die vorliegende Untersuchung.

Dartber hinaus erfolgt der immunhistochemische Nachweis weiterer Antigene, die nach

neuesten Erkenntnissen von Makrophagen und Osteoklasten exprimiert werden:

Kathepsin K ist eine Cystein-Proteinase der Papain-Familie mit der Fahigkeit, zwel
Komponenten der organischen Knochenmatrix, Kollagen und Osteonektin, abzubauen
(Bossard et al. 1996; Delaisse et al. 2000). Sie wird in Osteoklasten gebildet und tber das ruffled
border auf die Knochenoberfliche abgegeben. Garnero et al. (1998) zufolge besitzt Kathepsin K
die einzigartige FEigenschaft, die Triple-Helix von nativem Kollagen bei saurem pH abzubauen
und ist daher das Schlisselenzym fiir den Abbau der organischen Knochenmatrix. Drake et al.
(1996) und Chambers (2000) stellten dar, dass Kathepsin K selektiv in Osteoklasten gebildet
wird. Wie nachfolgende Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen jedoch bewiesen
haben, wird Kathepsin K nicht nur von Osteoklasten, sondern auch von multinukledren
Riesenzellen exprimiert. Konttinen et al. (2001) fanden Kathepsin K in Makrophagen und
Riesenzellen. In granulomatésen Veranderungen von Rinderlungen, die durch Zysten von
Echinococcus granulosus entstanden waren, fanden Diaz et al. (2000) vielkernige Riesenzellen, die
Kathepsin K bildeten. Die Untersucher schlossen daraus, dass die Produktion von Kathepsin K
cine Higenschaft von hochdifferenzierten Zellen der Monozyten-Linie ist, die auf zelluliren
Abbau spezialisiert sind. Die von Bihling et al. (2001) in verschiedenen pathologisch
verinderten humanen Geweben untersuchten vielkernigen Riesenzellen erwiesen sich nahezu
vollstindig als Kathepsin K-positiv, wihrend residente Makrophagen in gesundem Gewebe
Kathepsin K-negativ waren. Da diese Ergebnisse die Annahme favorisieren, dass die
Expression von Kathepsin K den Aktivierungs- und Differenzierungsgrad von Makrophagen
anzeigen, wurde der Kathepsin K-Nachweis auf immunhistochemischer Ebene in der

vorliegenden Untersuchung angestrebt.

Als klassische enzymhistochemische Methode zur Detektion von Osteoklasten wird stets der
Nachweis der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase (TRAP) in der Literatur aufgefithrt

(Nordahl et al. 1998; Quinn et al. 1998; Roodman 1999; Yuasa et al. 2001). Dartiber hinaus wird

dieses Enzym aber auch von Makrophagen und Fremdkorperriesenzellen (Kadoya et al. 1994;
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Athanasou 1996; Gauthier et al. 1999) exprimiert. Da die TRAP jedoch als verldsslicher
Indikator fir das Ausmal} der zellvermittelten Degradation von Implantatmaterialen gilt
(Shishatskaya et al. 2004), erfolgte der entsprechende enzymhistochemische Nachweis auch in

der vorliegenden Studie.
2.6 Wachstumsfaktoren

2.6.1 Plittchenreiches Plasma (PRP)

PRP ist als ein ,Konzentrat autologer Thrombozyten in einem kleinen Plasmavolumen®
definiert (Marx 2004). Die o-Granula der Thrombozyten enthalten verschiedene
Wachstumsfaktoren, die nach Degranulation der Thrombozyten freigesetzt werden. Dazu
gehoren Platelet Derived Growth Factor PODGY), Transforming Growth Factor 1,2 (TGF B1 und 832),
Lnsulin-like Growth Factor 1GF), Epidermal Growth Factor (BEGF), Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) und a,b-Fibroblast Growth Factor (saurer: aFGF, basischer: bEFGF) (Carlson und Roach
2002; Dugrillon et al. 2002; Martinez-Gonzalez et al. 2002). Als Quelle thrombozytirer
Wachstumsfaktoren wird PRP zur Beschleunigung der Geweberegeneration seit einigen Jahren

klinisch verwendet (Marx et al. 1998; Wiltfang et al. 2003).

Ausgangsstoff zur Herstellung von PRP ist Vollblut, das bei der Entnahme durch die
Beimischung von Citrat-Phosphat-Dextrose-Antikoagulans ungerinnbar gemacht wird (Furst et
al. 2003b; Aghaloo et al. 2004). Bei gebriuchlichen Herstellungsmethoden wird das Vollblut bei
5600 Umdrehung pro Minute zentrifugiert und so das plittchenarme Plasma (platelet-poor
plasma, PPP) von den Erythrozyten und dem buffy coat getrennt, der die Leukozyten und die
Thrombozyten enthilt. Die Fraktion, die die Erythrozyten und den buffy coat enthilt, wird
erneut bei 2400 Umdrehung pro Minute zentrifugiert, wobei sich das PRP von dem Rest der
Fraktion trennt und so gesondert entnommen werden kann (Sanchez et al. 2003; Soffer et al.
2003; Choi et al. 2004). Die Freisetzung der Wachstumsfaktoren aus den Thrombozyten erfolgt
nach Zugabe von Kalziumchlorid und Thrombin zum PRP (Catlson und Roach 2002). PRP
kann zeitnah aus Patientenblut wihrend der Operation gewonnen werden. Ein
Spenderindividuum wird nicht bendtigt, was die Entstehung von Immunreaktionen und die
Ubertragung von Infektionserregern ausschlieBt (Téziim und Demiralp 2003). Seit einigen
Jahren wird PRP in der Traumatologie sowie der Mund- und Kieferchirurgie eingesetzt, um die

Osteogenese nach Zerstérung der knochernen Integritit zu beschleunigen. In der Regel werden
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die Wachstumsfaktoren an Trigersubstanzen gekoppelt. An diese Trigersubstanzen miissen
folgende Anforderungen gestellt werden: 1) Fihigkeit zum Transport von wirksamen Mengen
von Wachstumsfaktoren, 2) eine strukturelle Beschaffenheit, welche die Zellmigration nicht
behindert und 3) ein Abbauverhalten, bei dessen Fortschreiten weder ecine entziindliche
Reaktion noch toxische Abbauprodukte entstehen, welche die Defektheilung behindern

(Lieberman et al. 1999).

Trotz des klinischen Einsatzes sind die Ansichten Uber den osteoinduktiven Effekt von PRP
duBerst kontrirer Natur. Untersuchungen, die einen osteoinduktiven Effekt von PRP belegen,

stehen Studie gegeniiber, die keinen Effekt des PRP dokumentieren (Tabelle 2).

Untersuchungen zum EinfluB von PRP auf die zellvermittelte Degradation resorbierbarer

Biomaterialien existieren bislang nicht.
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2.6.2 Thrombozytire Wachstumsfaktoren

Bei den Wachstumsfaktoren handelt es sich um Polypeptide Mundy 1993), die Signale zur
Modulation von Zellaktivititen tUbermitteln (Lee 2000). Sie koénnen zellulire Aktionen wie
Proliferation, Differenzierung, Migration und Genexpression stimulieren oder hemmen.
Weiterhin sind Wachstumsfaktoren in der Lage, konzentrationsabhingig die Rezeptorsynthese
zu stimulieren oder zu inhibieren (Nimni 1997). Wachstumsfaktoren initiieren ihre Wirkung
durch die Bindung an spezifische Rezeptoren der Zellmembran der Zielzelle (Lee 2000). Thre
Wirkung kann endokrin, parakrin und/oder autokrin sein. Die Wirkung von PRP, bei dem es
sich letztlich um einen ,,Cocktail von Wachstumsfaktoren handelt, ergibt sich aus den
Effekten der einzelnen Faktoren, allem voran jedoch aus dem Zusammenspiel aller Faktoren.
Wihrend tber Interaktionen der Faktoren miteinander und die daraus resultierenden
Auswirkungen auf Zellen, Gewebe und Organe nur spirliche Erkenntnisse vorliegen (Sanchez
et al. 2003), sind zellabhingige Effekte der einzelnen Wachstumsfakoren, wie im Folgenden
dargelegt, ansatzweise geklirt. Die Wirkung thrombozytirer Wachstumsfaktoren im Gewebe
wird durch ihren Abbau terminiert, der acht bis zehn Tage nach ihrer Freisetzung erfolgt (Garg

2000).

2.6.2.1 Platelet-derived growth factor (PDGF)

PDGF ist ein basisches dimeres Glykoprotein. Es sind drei Isoformen bekannt, die aus
unterschiedlichen Kombinationen der A- und B-Ketten (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB)
resultieren (Rydziel et al. 1994). PDGF wird von Thrombozyten, Osteoblasten, Makrophagen
und Endothelzellen gebildet und spielt in der Entwicklung verschiedener Organsysteme
(zentrales Nervensystem, Niere, Lunge) ecine Rolle. Er férdert die Proliferation von
Bindegewebe, Gliazellen und glatten Muskelzellen (Lee 2000). Wihrend der Wundheilung
tordert PDGF die Zellproliferation, die Gefillneubildung und die Makrophagenaktivierung,.

Dartiber hinaus verstirkt PDGF die Aktivitit anderer Wachstumsfaktoren (Yazawa et al. 2003).

Wihrend 77 vitro-Studien aufzeigen, dass PDGF auf Osteoblasten mitogen wirkt (Lieberman et
al. 2002), konnte bei der lokalen Anwendung von PDGF 7z vive keine signifikante Zunahme
oder Beschleunigung der Knochenneubildung im Rahmen der Frakturheilung beobachtet

werden (Nash et al. 1994; Lieberman et al. 2002; Schliephake 2002).
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2.6.2.2  Transforming growth factor beta (TGF-03)

Die Bezeichnung TGF-8 wird fiir eine Familie von mehr als 30 Proteinen verwendet. Bei
diesen handelt es sich um homodimere Proteine mit einem Molekulargewicht von 25 kD. Sie
werden hauptsichlich von Thrombozyten und Makrophagen gebildet, sind aber auch in
anderen Zelltypen und Geweben wie Knochen und Knorpel nachweisbar (Lieberman et al.

2002).

Nach ihrer Freisetzung wirken die Proteine der TGF-B-Familie parakrin auf Fibroblasten,
Knochenmarksstammzellen und Priosteoblasten. Jeder der genannten Zelltypen ist selbst in
der Lage, TGF-B zu produzieren und damit autokrin seine eigene Funktion zu beeinflussen

(Marx et al. 1998).

TGF-B1 und TGF-B2 wirken chemotaktisch und mitogen auf die Vorlauferzellen der
Osteoblasten, vermitteln die Differenzierung zu maturen Zellen (Baylink et al. 1993) und regen
Osteoblasten zur Bildung von Kollagenmatrix an (Lind 1998; Marx et al. 1998; Yazawa et al.
2003). TGF-B1 stimuliert 7z vivo die Knochendefektheilung (Gombotz et al. 1994; Fujimoto et
al. 1999). Dartiber hinaus hemmt TGF-B die Aktivitit von Osteoklasten (Marx et al. 1998;
Anitua 1999; Sanchez et al. 2003) und die Proliferation von Makrophagen und Lymphozyten
(Lee 2000), worin seine anti-inflammatorische Wirkung begriindet liegt (Lee 2000).

Untersuchungen 7z vivo haben gezeigt, dass die Stimulation der Knochenneubildung durch
TGF-B deutlich von der Auswahl der Trigersubstanz und deren Abbaukinetik abhingt
(Yamamoto et al. 2000). Die dosisabhingige Wirkung von TGF-B1 auf die Beschleunigung der

Knochenneubildung wird in der Literatur kontrovers angegeben (Szivek et al. 2004).

2.6.2.3  Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Von VEGF, der auch als vaskuldrer Permeabilititstaktor (VPF) bekannt ist (Ferrara und Davis-

Smyth 1997), existieren vier verschiedene Isoformen.

VEGTF hat eine wichtige regulatorische Funktion wihrend der Angiogenese im Embryo, Fetus
und im Adulten im Rahmen zyklischer Prozesse von Ovar und Plazenta (Ferrara et al. 2003).
VEGF wird von Thrombozyten, Makrophagen, Osteoblasten und glatten Muskelzellen gebildet
und beeinflusst die Proliferation und Chemotaxis von Endothelzellen. Die Bildung dieses

Wachstumsfaktors wird aber auch durch Gewebehypoxie induziert (Martinez-Gonzalez et al.
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2002). VEGF forciert die Chemotaxis von Monozyten (Clauss et al. 1990) und induziert deren
Koloniebildung. Dartiber hinaus férdert er die Reifung der Granulozyten-Makrophagen-
Vorlauferzellen (Broxmeyer et al. 1995). Die funktionellen Effekte von VEGF auf die
Knochenbildung konnten in einem Frakturmodell an Miusen demonstriert werden. So fithrte
die Inhibierung von VEGF durch einen l6slichen neutralisierenden VEGF-Rezeptor zu einer
verminderten Angiogenese, Knochenneubildung und Kallusmineralisierung im Frakturbereich

(Street et al. 2002).

2.6.2.4  Fibroblast growth factor (FGF)

Es sind zwei Isoformen des FGF bekannt: der saure Fibroblast growth factor (aFGF) und der
basische Fibroblast growth factor (bFGF).

Die Wirkungen von FGF umfassen die Steigerung der Proliferation und Differenzierung von
Fibroblasten und Osteoblasten (Siebert et al. 2003). Dartiber hinaus erhéhen beide Isoformen
die Produktion von Fibronektin durch Fibroblasten, wihrend sie die Aktivitit von
Osteoklasten hemmen (Martinez-Gonzalez et al. 2002). FGF hat einen stimulierenden Effekt
auf die Angionese, indem er mitogen und chemotaktisch auf Endothelzellen einwirkt

(Martinez-Gonzalez et al. 2002).

Informationen tber die osteoinduktive Wirkung von bFGF iz vive sind widersprichlich.
Wihrend zum einen tber eine Steigerung der Kallus- und Knochenneubildung in
Defektmodellen des Kaninchens und Hundes berichtet wird (Inui et al. 1998; Hosokawa et al.
2000), konnte zum anderen kein signifikant positiver Effekt von bFGF auf die tibiale
Frakturheilung des Kaninchens (Bland et al. 1995) und auf die Defektheilung der Femura von
Ratten (Niedhart et al. 2004) und Miniaturschweinen (Schnettler et al. 2003) nachgewiesen

werden.

2.6.2.5 Insulin-like growth factors (IGFs)

IGFs sind monomere Polypeptide, die in zwei Isoformen vorkommen. IGF-1 besteht aus 70

Aminosauren, IGF-2 aus 67 Aminosduren. Der Name resultiert aus einer 40-50%igen

Homologie zwischen IGF und Insulin (Schliephake 2002).

Im Gegensatz zu vielen anderen Wachstumsfaktoren, die ausschlieB3lich lokal wirken, hat IGF

auch eine systemische Wirkung auf viele Zell- und Gewebetypen sowohl in metabolischer als
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auch in wachstumsférdernder Weise (Schliephake 2002).

IGF stimuliert die Proliferation und Differenzierung von Knochenmarkstammzellen (Martinez-
Gonzalez et al. 2002) und Osteoblasten (Baylink et al. 1993). I» vitro konnte eine mitogene
Wirkung von IGF-1 auf verschiedene Zelltypen beobachtet werden. IGF-1 zeigt in
Osteoblastenkulturen einen dosisabhingigen chemotaktischen Effekt (Schliephake 2002) und

regt in vitro die Vermehrung von Osteoblasten an (Hock et al. 1988).

2.6.3 Kombinationen verschiedener Wachstumsfaktoren bei der Behandlung von

Knochendefekten

In einem Frakturmodell der Ratte konnte nachgewiesen werden, dass ein kombinierter lokaler

Einsatz von TGF-B1 und IGF-I uber ein gesteigertes Remodeling des Kallus im Frakturbereich
und eine vermehrte Mineralisierung des Gewebes zu einer hoheren Belastbarkeit mit groerer
Torsionssteifigkeit des Knochens fithrt (Schmidmaier et al. 2003). Osteotomien an
Rattenfemura, die mit TGF-B1 und IGF-I-beschichteten Titanplatten stabilisiert wurden,
zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe einen signifikant hoheren Anteil von mineralisiertem
Gewebe im Osteotomiebereich und eine gro3ere mechanische Belastbarkeit (Wildemann et al.
2004). In einer weiteren Untersuchung an Ratten zur Knochendefektheilung mit Zusatz von
Wachstumsfaktoren konnte festgestellt werden, dass in der Tiergruppe, in der TGF- mit
IGF-1 kombiniert eingesetzt wurde, der Fortschritt der Defektheilung im Gegensatz zu den
Kontrollgruppen am gré3ten war (Blumenfeld et al. 2002). In Kombination mit PDGF férdert
IGF-1 die Osseointegration von Titanimplantaten und  verbessert so  deren
Einheilungsverhalten (Lynch et al. 1991; Nociti et al. 2000; Stefani et al. 2000). Weiterhin
steigert diese Kombination von Wachstumsfaktoren beim Menschen und im Tierversuch
signifikant die Knochenneubildung in Defekten des Kieferknochen (Giannobile et al. 1996;
Howell et al. 1997).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Versuchstiere

3.11 Spezies und Rasse

Bei den Versuchstieren handelte es sich um Miniaturschweine der Rasse Mini-LEWE. Diese
Rasse entstammt einem Ziichtungsvorhaben der Humboldt-Universitit Berlin (AuBenstelle
Berlin-Lehnitz) und dem Vermehrungsbetrieb Gut Wendefeld. Die Rasse entstand durch
Rotationskreuzung aus den Ursprungsrassen Vietnamesisches Hingebauchschwein, Deutsche

Landrasse und Sattelschwein (Rademacher 1999).

Fir den Versuch wurden 26 kastrierte méinnliche Tiere (Herkunft: SBMF Labor, Dresden) im
Alter von neun Monaten verwendet. Miniaturschweine sind dem Menschen in Bezug auf die
Thrombozytenanzahl, Gerinnungsparameter und Knochenstruktur sehr ahnlich (H6nig und

Merten 1993) und wurden daher fiir die vorliegende Untersuchung ausgewihlt.

3.1.2 Haltung und Fitterung

Die Miniaturschweine wurden drei Tage vor Versuchsbeginn im Tierstall des Physiologischen
Institutes des Fachbereiches Humanmedizin der Justus-Liebig-Universitit Giellen in
Einzelboxen auf Gummimatten aufgestallt, wobei ein natiirlicher Tag-Nacht-Rhythmus
gegeben war. Die Fitterung erfolgte zweimal tiglich mit einer hauseigenen Mischung aus

Haferflocken, Mais und Weizenkleie. Wasser wurde den Tieren ad /ibitum angeboten.

3.2 Versuchsaufbau

3.21 Der Hydroxylapatit-Knochenersatzstoff Ostim®

Ostim® ist ein  vollsynthetischer, nanopartikuldrer, phasenreiner — Hydroxylapatit
({Ca[Ca3(PO4)2]5}2+ x 2 OH)). Ostim® liegt in Form einer wissrigen Paste vor und wird als
Knochenersatzmaterial bereits in den chirurgischen Disziplinen Traumatologie, Orthopadie,

Kieferchirurgie und Zahnheilkunde angewendet.

Ostim® wurde auf Anregung von Traumatologen und Kieferchirurgen an der ,,Russian State
Medical University” in Moskau entwickelt und dort ausgedehnten priklinischen sowie

toxikologischen Untersuchungen unterzogen.

20



MATERIAL UND METHODEN

Seit Februar 2002 ist Ostim® als Medizinprodukt der Klasse III nach der EG-Richtlinie tber
Medizinprodukte 93/42/EWG, Anhang II inklusiv der DIN EN 46001:1996 fiir den gesamten

Europiischen Wirtschaftsraum zugelassen.

Ostim® ist ein resorbierbares, nichtgesintertes, kristallines Material (Schnettler und Dingeldein
2002) (Abbildung 1). Die Grof3e der langgestreckten, flachen Kristalle betrigt im Mittel 17 nm.
Mit der Feinheit der Kristalle korreliert eine sehr grofle Oberfliche, die bei Ostim® in
getrocknetem Zustand ca. 100 m2/g entspricht. Das Ca/P-Verhiltnis betrigt 1,675 und die
Loslichkeit 2,6 mg Hydroxylapatit/100 g Wasser. Der durchschnittliche pH-Wert liegt bei 7,5.
Damit entspricht dieses Knochenersatzmaterial in seiner chemischen Zusammensetzung und

seiner kristallinen Struktur der CaP-Komponente des natiirlichen Knochens.

Abbildung 1: Ostim®; Knochenersatzstoff, Rasterelektronenmikroskopie

Mit Gammastrahlen sterilisiertes Ostim® wird in Form einer wissrigen Suspension angeboten.
Mit steigender Konzentration von Hydroxylapatit nimmt die Viskositit der Suspension zu. Der
Knochenersatzstoff ist weil3, geruchlos, enthilt keine kérnigen Anteile und ldsst sich mit Hilfe
einer Applikationskartusche leicht und formschlissig in Knochendefekte einbringen. Das

Implantatmaterial hirtet 7z sitw nicht aus. Durch seine pastdse Verabreichungsform kénnen
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dem Knochenersatzstoff leicht Pharmaka oder Wachstumsfaktoren beigemischt werden. In der
votliegenden Untersuchung wurde Ostim® mit Feststoffanteilen von 25 % und 35 %

verwendet.

3.2.2 Plittchenreiches Plasma (PRP)

Die Gewinnung des PRP erfolgte unter Verwendung eines mobilen vollautomatischen
Blutkomponenten-Separationssystems (Baureihe Compact A, Dideco/Sorin Biomedica,
Puchheim) in der Abteilung fiir Transfusionsmedizin der Universitit Ttbingen entsprechend

den Anweisungen des Herstellers.

Dazu wurden jeweils 250 ml Vollblut von sechs zufillig ausgewihlten Versuchstieren der
Gruppe I/PRP- in handelstibliche Vollblutbeutel tiberfihrt, denen ein Antikoagulanz mit den
Bestandteilen Natriumcitrat, Phosphat und Dextrose (First et al. 2003b; Aghaloo et al. 2004)
im Verhiltnis 5:1 zugesetzt war. Im Rahmen der ersten Zentrifugation bei 5600 U/min fir
zehn Minuten erfolgte die Trennung des plittchenarmen Plasmas von Erythrozyten und buffy-
coat (Leukozyten und Thrombozyten). Die zweite, niederfrequente Zentrifugation (2400 U/min

tir zehn Minuten) fihrte zur Trennung von Erythrozyten, Leukozyten und PRP.

Zur Gewinnung der thrombozytiren Wachstumsfaktoren wurde das Thrombozytenkonzentrat
mit 1000 i. E. Thrombin (Gentrac Inc., Middleton, USA) und 10 ml 8,4%igem
Kalziumglukonat (Braun, Melsungen) versetzt, wodurch die Degranulation der Thrombozyten
und letztlich die Freisetzung der thrombozytiren Wachstumsfaktoren erreicht wurde. Das
derart aufbereitete PRP wurde in Kartuschen zu jeweils 2 ml bei -20 °C bis zur weiteren

Verwendung aufbewahrt.

3.2.3 Bestimmung der Thrombozytenzahl

Die Bestimmung der Thrombozytenzahl erfolgte mit dem Zellzihlgerit System 9000 (Serono,
USA). Die Anzahl der Thrombozyten wurde bei jeder Probe sowohl im Vollblut als auch im

Thrombozytenkonzentrat ermittelt.

3.24 Konzentrationsbestimmung der Wachstumsfaktoren im PRP

Mit Hilfe des Quantikine™ ELISA-Testkits (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) erfolgte
die Konzentrationsbestimmung folgender Wachstumsfaktoren im PRP und Blutplasma der

jeweiligen Proben:
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Transforming growth factor beta 1 (TGF-£7), Platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB),
Platelet-derived growth factor-AB (PDGF-AB), Vascular endothelial growth factor (IVEGF)
und b-Fibroblast growth factor (JFGF).

Als Messstandard dienten jeweils sieben Verdinnungen zwischen 32,2 pg/ml und 2000 pg/ml.
3.3 Versuchsablauf

Der den Untersuchungen zugrunde liegende Tierversuch wurde vom Regierungsprisidium
GieBen (Aktenzeichen VI 25.3 — 19 ¢ 20/15 ¢ GI 20/14) genehmigt. Gefordert wurde die
Untersuchung vom Bundesministerium fir Bildung und Forschung im Rahmen des
Verbundprojektes: ,,Tissue engineering: Hochaktive Stimulation der Knochenheilung durch
Kombination einer neuartigen resorbierbaren Matrix mit Wachstumsfaktoren und Zellen*

(Forschungsvorhaben 0312741). Projekttriger war das Forschungszentrum Jilich.

Das Kollektiv der Versuchstiere bestand aus zwei Gruppen zu je 13 Tieren. Bei elf Tieren pro
Gruppe wurden Knochendefekte angelegt und mit dem nanopartikuliren Knochenersatzstoff
gefillt, wihrend bei zwei Tieren pro Gruppe der Defekt im Sinne einer Leerdefektkontrolle

ungefillt belassen wurde.

Zunichst erfolgte die Operation der Tiere, denen der Knochenersatzstoff ohne Zugabe von
PRP verabreicht wurde. Diese Gruppe wird im Folgenden als ,,Gruppe 1/PRP-,, bezeichnet.
Hierbei wurde Ostim® 25 (Feststoffanteil 25 %) in den Knochendefekt implantiert. Wihrend
der Operation wurden sechs zufillig ausgewidhlten Tieren jeweils 250 ml Vollblut aus der 1.
Jugnlaris entnommen. Das aus dem Vollblut eines Versuchstieres gewonnene PRP wurde den
Tieren der zweiten Versuchsgruppe (Gruppe II/PRP+) zusammen mit Ostim® 35
(Feststoffanteil 35 %) in die Knochendefekte implantiert. Hierzu wurde das PRP mit der
héchsten Konzentration thrombozytirer Wachstumsfaktoren bei den Tieren der Gruppe
II/PRP+ verwendet. Das Gemisch bestand aus 1,8 ml Ostim® 35 und 0,2 ml PRP. Durch die
Verwendung der verschiedenen Ostim®-Konzentrationen konnten Differenzen im
Feststoffanteil des Implantatmaterials, die aufgrund der Zumischung von PRP unvermeidlich

waren, ausgeglichen werden.
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3.4 Operationen

3.4.1 Narkose

Zunichst erhielten die Versuchstiere zur Primedikation Azaperon (Stresnil®, Janssen-Cilag,
2 mg/kg KG) und Ketamin (Ketavet®, Pharmacia-Upjohn, 20 mg/kg KG) als intramuskulire
Injektion. In der folgenden tiefen Sedation wurde eine Venenverweilkantle in die 1. auricularis
intermedia eingelegt. Die Narkoseeinleitung erfolgte mit einer intravendsen Gabe von Propofol

(Propofol-Lipuro®, Braun-Melsungen, 2 mg/ ke KG).

In Rickenlage wurden die Tiere unter Verwendung eines Endotrachealtubus der GréB3e 8
intubiert. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurden die Tiere mit einem Sauerstoff-Isofluran-

Gemisch beatmet. Der Isoflurananteil betrug hierbei zwischen 0,1 und 0,4 Volumenprozent.

3.4.2 Implantationsoperation

Die rechte hintere Gliedmalle der auf dem Riicken gelagerten, narkotisierten Versuchstiere

wurde geschoren, mit Jod-PVP-Losung mehrmals desinfiziert und steril abgedeckt.

Nach Anlegen eines 6 cm langen mediopatellaren Hautschnittes erfolgte eine schrittweise
Priparation der Unterhaut, Faszien und Muskulatur bis zur Gelenkkapsel. Nach
Durchtrennung der Gelenkkapsel wurde die Patella nach lateral luxiert und die
Intercondylarregion des Femurs dargestellt. Mit Hilfe des Diamond Bone Cutting Systems
(DBCS, Stryker) wurde in der Intercondylarregion des Femurs ein Knochendefekt von 7 mm
Durchmesser und 20 mm Tiefe angelegt (Abbildung 2 und Abbildung 3). Das
flussigkeitsgekiihlte DBCS ermdglicht die Herstellung von standardisierten Knochendefekten,
ohne durch eine hohe Drehzahl des rotierenden Hohlbohrers Hitzenekrosen im umliegenden

Gewebe zu verursachen.
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Abbildung 2: Anlegen des Knochendefekts in der Intercondylarregion des Femurs

Der entstandene Knochenzylinder wurde mit einem Extraktor aus dem Defekt entfernt.
AnschlieBend wurde der Knochendefekt mit steriler physiologischer Kochsalzlosung gesptilt,

um durch den Bohrvorgang entstandenes Knochenmehl zu entfernen.

Abbildung 3: Intercondylarregion des Femurs nach Entfernung des Knochenzylinders
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Die Defekte wurden mit Hilfe einer Applikationskartusche vollstindig — mit
Knochenersatzmaterial aufgeftllt beziechungsweise bei den Kontrollen leer belassen und
anschlieBend mit einem spezialangefertigten Kunststoffdeckel (Osartis, Obernburg) pressfit
verschlossen. Dieser Defektverschluss sollte einerseits das Austreten des pastosen Implantats
aus dem Defekt, zum anderen das Eindringen neugebildeter Synovia in den Defekt verhindern,
um das Ausmal3 externer hydrolytischer Einflisse auf das Implantatmaterial zu reduzieren.
Danach erfolgte die Rickverlagerung der Patella und ein schichtweiser Wundverschluss. Die

Hautnaht wurde mit Verbandspray (Silber-Spray, Heiland, Hamburg) versorgt.

Intraoperativ erhielten die Versuchstiere eine einmalige intravendse Gabe von Gentamicin

(Gentamicin, Selectavet, 3 mg/kg KG) zur Infektionsprophylaxe.

3.4.3 Postoperative Nachsorge

Im Anschluss an die Implantationsoperation erhielten die Versuchstiere einmalig zur Analgesie
Buprenorphin (Temgesic®, Boehringer Ingelheim, 0,01 mg/kg KG) und zur antiphlogistischen
Therapie Carprofen (Rimadyl®, Pfizer, 4 mg/kg KG) als intramuskulire Injektion. Die
Versuchstiere wurden tiglich, jeweils zu den Fitterungszeiten, nach Plan tberwacht.
Besonderes Augenmerk wurde auf das Allgemeinbefinden, die Wundkontrolle und die

Belastung der operierten Gliedmalle gerichtet.

3.4.4 Explantationsoperation

Die zweite nach 20 Tagen Standzeit der Tiere durchgefiihrte Operation hatte die Entnahme des
distalen Femurs zum Ziel. Der Zugang zur Defektregion erfolgte in gleicher Weise wie bei der

Implantationsoperation.

Die Proben von zwei Tieren pro Versuchsgruppe wurden in flissigem Stickstoff tiefgefroren
und fanden keinen Eingang in die vorliegende Untersuchung. Bei jeweils sechs Versuchstieren
beider Versuchsgruppen wurde eine Perfusionsfixierung der operierten Gliedmalle
durchgefiihrt, um eine schnelle, adiquate Fixierung des Gewebes fir die Untersuchung am
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) zu erreichen. Bei den restlichen Tieren wurden die

Proben nach der Entnahme immersionsfixiert.

Zur DPerfusion wurde die Bauchfellhéhle median eroffnet. Nach Verlagerung des

Darmkonvoluts nach lateral wurde die .Aorta abdominalis und der abdominale Anteil der Vena
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cava candalis dargestellt und freipripariert. Nach Ligatur der Aorfa kranial ihrer Aufzweigung in
die Aa. iliaci externae wurde kaudal der Ligatur eine Kanile eingelegt und bis in die A. #iaca
externa des rechten Beins vorgeschoben. Die . cava candalis wurde ebenfalls kranial ihrer
Aufzweigung ligiert und in den kaudalen Anteil ein Silikonschlauch eingelegt. Uber den
arteriellen Schenkel des Gefillsystems wurde nunmehr die operierte Gliedmalle mit Ringer-
Losung gespiilt. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Tiere mit einer intravendsen Injektion des

Medikamentes T 61 (Intervet, Unterschlei3heim) euthanasiert.

Die Spilung wurde solange fortgesetzt, bis die Spullésung klar und ohne makroskopisch
sichtbare Blutbeimengungen aus der . cava candalis abgeleitet werden konnte. Nun wurde die
Ringer-Lésung durch Fixierungslosungen ersetzt. Je nach vorgesehener Untersuchungstechnik
kamen 4 % Paraformaldehydlésung (Immun- und Enzymbhistochemie, Schlifftechnik),
Karnovsky-Losung  (Schlifftechnik) und = Yellow-Fix-Losung  (Transmissionselektronen-
mikroskopie) zum Einsatz. Die Fixierungswirkung zeigte sich durch Strecken und Verhirten

der Gliedmalle.

Zum Abschluss der Explantationsoperationen wurden die distalen Femura mit einer Drahtsdge
nach Liess vom Schaft abgesetzt und unverziiglich mit einer Prizisionsbandsige (EXAKT
Apparatebau, Norderstedt) in 3 mm messende, planparallele Scheiben in sagittaler Richtung

zertrennt. Die Scheiben wurden fur 12 - 24 h in die jeweiligen Fixierungslosungen verbracht.
3.5 Weiterfithrende Behandlung der Proben fiir die Lichtmikroskopie

3.5.1 Histologie
3.5.1.1 Trenn-Diinnschliff-Technik

3.5.1.1.1 Einbettung unentkalkter Knochenpriparate in Technovit 7200 VLC

Die Trenn-Dinnschliff-Technik (Donath und Breuer 1982) ist eine Methode zur Herstellung
histologischer ~ Priparate von nicht schneidbaren Geweben (Knochen ohne/mit

Metallimplantaten). Selbst gro3ere Probenstiicke kénnen mit dieser Technik bearbeitet werden.

Fir die Durchfthrung der Trenn-Dunnschliff-Technik ist es notwendig, dass unentkalkte
Knochenpriparate in einen Hartkunststoff, Technovit 7200 VLC (flissiger Methylmethacrylat-

Kunststoff, Heracus-Kulzer, Wehrheim), eingebettet werden.
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Standardprotokoll:

Die in 4%iger Paraformaldehydlésung fixierten, unentkalkten Knochenscheiben wurden durch
die aufsteigende Alkoholreihe gefithrt, wobei die Priparate jeweils fir 48 h in Ethanol
verschiedener Konzentrationen verblieben. Im Anschluss wurden die Knochenpriparate fiir
jeweils 48 h in Medien uberfthrt, in denen Technovit 7200VLC und reines Ethanol in
verschiedenen Mischverhaltnissen votlagen (Technovit/Ethanol: 30:70, 50:50, 70:30). Dazu
diente das Entwisserungssystem 510 (Entwisserung- und Infiltrationsautomat, EXAKT
Apparatebau, Norderstedt). Zuletzt erfolgte eine neuntitige Inkubation in Technovit 7200
VLC, das mit 1 % Dibenzoylperoxid (BPO, Exakt-BPO Penetrationsbeschleuniger, Heraeus-
Kulzer, Wehrheim) versetzt war. Die Erneuerung der Infiltrationslésung erfolgte alle 72 h.
Wihrend dieses letzten Arbeitsschrittes wurden die Priparate pro Stunde 15 min einem
Vakuum ausgesetzt, damit sie besser vom Fliissigkunststoff penetriert werden konnten und

kleinste Luftblasen aus dem Priparat herausgezogen wurden.

Zum FEinbetten wurden die Priparate auf dem Boden von Einbettmulden mit dem
Fixationskleber Technovit 7230 VLC (Heraeus-Kulzer, Wehrheim) fixiert und mit
Technovit 7200 VLC + 1 % BPO iberschichtet.

Zur Polymerisation wurden die eingebetteten Proben in das Lichtpolymerisationsgerit Histolux
(EXAKT Apparatebau, Norderstedt) tberfihrt und durch Gelblichtbestrahlung fir 2 h
vorpolymerisiert. Die Vorpolymerisation musste langsam erfolgen, um die Bildung von
Spannungsrissen im Kunststoffblock zu vermeiden. Die endgitltige Polymerisation fand

wihrend der anschlieBenden vierstiindigen Bestrahlung mit Blaulicht statt.

Die Einbettformen wurden zur Aushirtung der Blockoberflichen fiir 16 h bei 40 °C in einen

Wirmeschrank eingestellt. Danach erfolgte das Ausblocken.

3.5.1.1.2 Trenn-Diinnschliff-Technik

Vor Herstellung eines Dinnschliffes war es notwendig, die Dicke des verwendeten
Glasobjekttrigers mit Hilfe einer Mikrometerschraube zu ermitteln, um spiter rechnerisch die

Dicke des Dunnschliffes bestimmen zu konnen.

Der das Priparat enthaltende Kunststoffblock wurde mit der vom Priparat weiter entfernten

Fliche auf einen Plexiglas-Objekttriger (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) aufgeklebt. Um
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einen gleichbleibenden Anpressdruck sicherzustellen, wurde das Priparat auf dem Objekttrager

in eine Vakuum-Klebeeinrichtung (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) eingelegt.

Die nidher am Priparat liegende Fliche des Kunststoffblocks wurde mit Hilfe des EXAKT-
Mikro-Schleifsystems (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) angeschliffen. Nach Fixation des
Kunststoffblocks mit dem Objekttrager in einer Halterung mittels Vakuum, wurde diese mit
einem Gewicht von 400 g beschwert und auf eine rotierende Scheibe abgesenkt, auf der ein
Schleifpapier auflag, das wihrend des Schleifvorganges kontinuierlich befeuchtet wurde. Der
Kunststoffblock wurde solange automatisch mit oszillierenden Bewegungen tber das
Schleifpapier gefithrt, bis die Praparatoberfliche vollstindig von Technovit 7200 befreit war.
Die anschlieBende Verwendung von Polierpapier diente der Entfernung der durch die

Schleifpapierbehandlung entstandenen Schleifspuren auf der Knochenoberfliche.

Nach dem Polieren fand eine erneute Messung des Priparatblockes auf dem Plexiglas-
Objekttrager mittels einer Mikrometerschraube statt. Auf die angeschliffene, planparallele
Fliche des Priparatblockes wurde nun ein Glasobjekttriger mit Technovit 7210 VLC-
Prizisionskleber (Heraeus-Kulzer, Wehrheim) in oben beschriebener Weise aufgeklebt und

dann die Gesamtdicke des Konstruktes ermittelt.

Das entstandene Priparat-Objekttriger-Sandwich konnte nun in das EXAKT-Trennschleif-
System (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) eingespannt werden. Dieses einer Bandsdge sehr
dhnliche System durchtrennt mit einem wassergekuhlten, diamantbeschichteten Trennband den
Praparatblock auf der dem Glasobjekttriger zugewandten Seite. Das Sandwich-Priparat wurde
auf einem beweglichen Schlitten befestigt, der das Praparat mit einer definierten Kraft gegen
das Trennband driickte. Nach dem Trennvorgang entstand eine bis zu 100 um dicke, auf dem
Glasobjekttriger aufgeklebte, Praparatscheibe. Die Gesamtdicke von Objekttriger und Praparat

wurde mit Hilfe der Mikrometerschraube ermittelt.

Das EXAKT-Mikro-Schleifsystem trug das Priparat im Anschluss bis zur gewiinschten
Zieldicke sensorgesteuert ab. Als FErfolgskontrolle diente wiederum die Messung der
Praparatdicke mittels Mikrometerschraube. Mit einem Polierschritt war die Herstellung des

Diunnschliffs abgeschlossen.
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3.5.1.1.3 Firbung der Diinnschliff-Priparate mit Toluidinblau

Die folgenden zwei Stammlsungen dienten der Herstellung von Toluidinblau—Firbelosung.
Fir Stammlosung A wurden in 80 ml Aqua dest. 800 ug di-Natriumtetraborat (Merck,
Darmstadt) und 800 pg Toluidin—O (Chroma, Koéngen) gelost und mit Hilfe eines
Magnetrithrers 15 min vermischt. Die Losung B bestand aus 200 ug Pyronin G (Merck,
Darmstadt), das in 200 ml Aqua dest. aufgelést und ebenfalls fir 15 min gertihrt wurde. Nach
Uberfiihren der Losung A in die Losung B schloss sich ein weiterer 15 miniitiger Rithrschritt

an. Nach zweimaligem Filtrieren war die Firbel6sung einsatzbereit.

Die Knochenschliffe wurden fir 10 min in 10%ige H2O2-Lésung iberfihrt, um die
Praparatoberfliche anzuitzen, was wiederum ein besseres Firbeergebnis gewihrleistet. Nach
einem Spulschritt in Aqua dest. erfolgten die Behandlung mit Toluidinblau fir 10 min, ein

weiterer Spulschritt und das Eindeckeln der Praparate.
3.5.2 Paraffintechnik

3.5.2.1 Entkalkung der Knochenpriparate mit FEthylendiamintetraessigsdure
(EDTA)

Zur Gewihtleistung einer guten Strukturerhaltung im Rahmen der Paraffinschnitttechnik
wurde eine Entkalkung der Knochenpriparate, die fir die enzymhistochemischen und
immunhistochemischen Untersuchungen bestimmt  waren, durchgefiihrt. In
Entkalkungsversuchen mit EDTA im Rahmen von Vorversuchen konnte festgestellt werden,
dass der Lagerknochen zuverlissig entkalkt wurde, das neugebildete fibro-vaskulire Gewebe
cine sehr gute Strukturerhaltung aufwies und bei dem eingebrachten Implantat keine

Degradationserscheinungen durch das Entkalkungsmedium zu erkennen waren.

Standardprotokoll:

Zur Herstellung von 500 ml Entkalkungsmedium wurden 17 ¢ TRIZMA®-Base
(Trishydroxymethylaminomethan, Sigma, St. Louis, USA) und 50 g TITRIPLEX III
(Ethylendiamintetraessigsaure, Merck, Darmstadt) in 500 ml Aqua dest. gelost. AnschlieBend

erfolgte die Einstellung der Lésung auf einen pH-Wert von 7,4.

Eine Menge von 50 ml des Mediums diente der Entkalkung einer 3-4 mm dicken

Knochenscheibe. Die Entkalkung erfolgte in Becherglisern bei Zimmertemperatur und durch
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Erneuerung des Entkalkungsmediums im 2-Tage-Turnus. Eine zu diesen Zeitpunkten
durchgefiihrte Uberpriifung der Festigkeit des Priparates mittels einer Pripariernadel gab
Aufschluss iiber den aktuellen Grad der Entkalkung. Diese war beendet, sobald sich die
Pripariernadel ohne fiihlbaren Widerstand in das Priparat hineinfithren lie. Im Durchschnitt

dauerte der Entkalkungsvorgang 21 Tage.

3.5.2.2  Paraffineinbettung der entkalkten Knochenpriparate

Standardprotokoll:

Im Anschluss an die Entkalkung wurden die Knochenpriparate fiir 1 h mit Aqua dest. gesptlt.
Der Behandlung in der aufsteigenden Alkoholreihe und in 100%igem Ethanol fir 2 x 1 h,

schloss sich die zweistiindige Entwiasserung in reinem Xylol an.

Das Paraffingranulat (Paraplast®, Sherwood Medical, St. Louis, USA) wurde bei 58 °C
verflissigt. Es folgte das Einlegen der entkalkten Knochenpriparate in das verflissigte Paraffin
fir 4 h. Danach wurden die Proben einzeln in Einbettformen (Base Molds, Miles, Elkhart,

USA) tberfiihrt und mit flissigem Paraffin tiberschichtet.

Nachdem das Paraffin in den Einbettformen nach 16 h bei 8 °C erstarrt war, konnten die

eingebetteten Priparate aus den Formen ausgebettet werden.

3.5.2.3  Herstellung von Paraffinschnitten

Die in Paraffin eingebetteten Proben wurden in die Haltevorrichtung des Rotationsmikrotoms
(LEICA RM 2155, LEICA Instruments GmbH, Nussloch) eingespannt und die
Praparatoberfliche parallel zur Mikrotomklinge (LEICA 819, LEICA Instruments GmbH,
Nussloch) ausgerichtet. Nach vorsichtigem Anschneiden des Paraffinblockes bis zur Freilegung
des Knochenpriparates wurden Schnitte von 3-5 um Dicke abgetragen, die, in Aqua
schwimmend, auf Glasobjekttrigern (SuperFrost®Plus, Menzel-Gliser, Deutschland)

aufgezogen wurden. AnschlieBend wurden die Paraffinschnitte luftgetrocknet.

3.5.2.4  Firbung mit Himatoxylin-Eosin

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden fir 10 min in Xylol entparaffiniert, durch
die absteigende Alkoholreihe gefithrt und in Aqua dest. gespilt, bevor sie fir fiinf min in

Himalaunlésung (Mayers Himalaunlésung, 9249, Merck, Darmstadt) gefirbt wurden. Nach
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einem Spilschritt in Aqua dest. und der Blaufirbung der Schnitte nach der Behandlung mit
Leitungswasser wurden sie fir 30 s in eine 1%ige alkoholische Eosin-Losung (Certistain®,
Eosin G, Merck, Darmstadt) tberftihrt. Nach erneutem Spilen der Praparate in Aqua dest.,
dem Fihren durch die aufsteigende Alkoholreihe und einer abschlieBenden Xylolbehandlung

wurden die Schnitte mit Entellan® (SchnelleinschluBmedium, Merck, Darmstadt) eingedeckt.

3.6 Histochemische Methoden

3.6.1 Enzymbhistochemie

3.6.1.1 Nachweis der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase (TRAP)

Standardprotokoll:

Der enzymhistochemischen Untersuchung dienten Paraffinschnitte, die zu Beginn der
Untersuchung fir 2 x 10 min in Xylol entparaffiniert wurden. Nach einem Spilschritt in
Aceton fiir 2 x 5 min wurden die Praparate fir 2 x 2 min in Aqua dest. Gberfihrt, nachfolgend

tir 10 min mit 0,1 M Acetatpuffer (pH 5,2) gespiilt, um sie anschliefend zu inkubieren.

Die Inkubationslésung setzte sich wie folgt zusammen: 7 mg Naphthol-AS-TR-Phosphat
(FLUKA, Seelze) gel6st in 25 pl N-N-Dimethylformamid (Sigma, St. Louis, USA), 5 ml 0,1 M
Acetatpuffer (pH 5,2), 11,5 mg Natrium-Tartrat (Merck, Darmstadt) und 7 mg Echtrot-Salz TR
(FLUKA, Seelze).

Die Inkubation erfolgte fir 30 min bei einer Temperatur von 37 °C in einer feuchten Kammer.
Nach 30 min hatten TRAP-positive Strukturen in den Schnitten eine intensiv-rote Farbe
angenommen. Grindlichem Sptlen der Schnitte in Aqua dest. folgte eine Kernfirbung mit
Himatoxylin (Shandon Scientific Ltd., Cheshire, UK). Dem Blauen der Schnitte schloss sich
cine Spilung in Leitungswasser an, der ein weiterer Spilschritt in Aqua dest. folgte. Zum
Abschluss wurden die Schnitte mit Hilfe von Glyceringelatine (KAISERs Glyceringelatine,

Merck, Darmstadt) mit Deckglisern versehen.
Kontrollinkubation

Die Negativkontrollen erfolgten durch Inkubation der Schnitte mit 0,1 M Acetatpuffer

(pH 5,2) fir 30 min.
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3.6.2 Immunhistochemie

3.6.2.1 Antigen-Demaskierung

Durch die Behandlung der histologischen Priparate mit Fixierungslésungen wurden die
Proteine hiufig so stark vernetzt, dass der immunhistochemischer Nachweis antigener
Strukturen nicht mehr gelang. Mit Hilfe von unterschiedlichen Demaskierungsmethoden

konnten die nachzuweisenden Epitope wieder freigelegt werden.

3.6.2.1.1 Hitzebehandlung in Citratpuffer

Die entparaffinierten Gewebeschnitte wurden in 0,01 M Citratpuffer (pH 06,0) bei einer

Temperatur von 95 °C fiir 20 min erhitzt.

3.6.2.1.2 Pronase-Vorbehandlung

Zur enzymatischen Antigen-Demaskierung wurden die entparaffinierten Gewebeschnitte in
0,05 M Tris/HCI mit Zusatz von 0,05 % Pronase (DAKO, Denmark) bei pH 7,2 fiir sieben
min. AnschlieBend erfolgte das Abstoppen der Reaktion durch das Uberfiithren der
Gewebeschnitte in 0,1 M Ttis-NaCl-Puffer.

3.6.2.2  Avidin-Biotin-Complex-Methode (ABC-Methode)

Fir die immunhistochemische Untersuchungen des Knochengewebes wurde die Avidin-Biotin-
Methode ausgewahlt. Bei dieser Methode werden drei verschiedene Reagenzien benotigt.
Erstens, der gegen ein bestimmtes Antigen gerichtete Primarantikérper, zweitens ein
biotinylierter Sekundirantikbrper und drittens der Peroxidase-konjugierte Avidin-Biotin-
Komplex. Das Avidinmolekiil bindet aufgrund seiner starken Affinitit an das Biotin des als
Brickenmolekiil fungierenden Sekundirantikérpers. Mit Hilfe eines geeigneten Chromogens

wird das Enzym Peroxidase und damit der Antigen-Antikérperkomplex sichtbar gemacht.
Standardprotokoll

Die Schnitte wurden zunichst in Xylol fir 2 x 10 min entparaffiniert und nach einem
Sptilschritt in Aceton (10 min) fir 2 x 2 min in Waschpuffer iberfihrt, der aus 0,1 M Tris-
NaCl-Puffer und 0,1 % Triton X-100 (Merck, Darmstadt) bestand. Es schloss sich eine
Inkubation mit 0,3%igem H2O2 (Merck, Darmstadt) fur 5 min an, um die Aktivitit der

endogenen Peroxidase im Priparat zu hemmen. Im weiteren Verlauf wurden die Objekttrager
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in Waschpuffer gestellt, der mit 3 % Schweineserum versetzt war, um freie Bindungsstellen im
Priparat zu blockieren. Diese freien Bindungsstellen bergen die Problematik, dass sie den
Primarantikorper wegen ihrer starken Ladung unspezifisch adsorbieren kénnen und somit zu
talsch-positiven Untersuchungsergebnissen fihren. Im Anschluss an zwei weitere Spilschritte
in Waschpuffer wurden die mit einem kommerziell erhiltlichen Medium (Antibody Diluent
S3022, DAKO, Dinemark) verdinnten Primirantikérper (Tabelle 3) auf die Priparate
aufgebracht.

Die Priparate wurden in einer feuchten Kammer fir 16 h bei einer Temperatur von 8 °C

inkubiert.

Nach Abspiilen der Primirantikérperlésung wurden die Priparate mit dem Sekundirantikbrper

(Tabelle 3) bei Zimmertemperatur fiir eine h in einer feuchten Kammer belassen.

Sptilschritten in Waschpuffer (2 x 2 min) folgte die Inkubation mit dem in 0,05 M Tris-NaCl-
Puffer verdiinnten Peroxidase-konjugierten Avidin-Biotin-Komplex (ABComplex/HRP,
K0355, DAKO, Dinemark) fir 30 min bei Zimmertemperatur in einer feuchten Kammer.
Nach weiteren Spulschritten in Waschpuffer (2 x 2 min) wurde das Chromogen
(NovaRED™Substrate Kit for Peroxidase, Vector Laboratories, Burlingame, USA) fir 5 min
aufgetragen und eine Kernfarbung mit Haematoxylin-Losung (Shandon Scientific Ltd.,
Cheshire, UK) durchgefiihrt. Nach dem Blduen in Leitungswasser und einem Spilschritt in
Aqua bidest. wurden die Priparate in der aufsteigenden Alkoholreihe entwissert. Zum
Abschluss erfolgten zwei Xylol-Schritte und das Eindecken der Priparate mit Entellan®

(Schnelleinschlussmedium, Merck, Darmstadt).
Kontrollinkubation

Die Negativkontrollen erfolgten durch eine Inkubation mit Antikérperverdiinnungsmedium

ohne Zusatz von Primirantikorper.
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3.7 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Lichtmikroskops Zeiss Axioplan 2 (Catl Zeiss, Jena).
Die Digitalaufnahmen der Untersuchungsergebnisse wurden mit der Kamera DC 500 (Leica
Microsystems, Wetzlar) in Verbindung mit dem Mikroskop-Fotoaufsatz Axiophot 2 (Carl
Zeiss, Jena) angefertigt. Die Bildbearbeitung erfolgte mit dem Bildmanagementsystem Leica IM

1000, Version 4.0, (Leica Microsystems Digital Imaging, Cambridge, UK).
3.8 Transmissionselektronenmikroskopie

3.8.1 Einbettung unentkalkter Knochenpriparate in Epon 812

Bei Epon 812 (Serva, Heidelberg) handelt es sich um ein FEinbettungsmedium auf
Epoxidharzbasis, mit dem sich eine sehr gute Erhaltung der Ultrastruktur der Praparate fiir die

Transmissionselektronenmikroskopie erzielen lasst.

Unmittelbar nach Entnahme der perfusionsfixierten Proben erfolgte deren weitere
Immersionsfixierung mit Yellow-Fix-Losung (4 % Paraformaldehyd, 2 % Glutaraldehyd,
0,04 % Pikrinsdure) in 0,1 M Na-Phosphatpuffer (pH 7,2) fiir 7 h. Nach grindlichem Spiilen
der Proben in 0,1 M Na-Phosphatpuffer (pH 7,2) schloss sich eine zweistiindige Nachfixierung
in 1%iger Osmiumtetroxid-Losung bei Zimmertemperatur an. Nach erneuten Spiilgingen in
0,1 M Na-Phosphatpuffer und Entwisserung in der aufsteigenden Alkoholreihe erfolgte die
Einbettung der Praparate in den Kunststoff Epon 812. Dafiir wurden die Proben tber drei
Tage in Epon—Xylol-Gemischen mit ansteigendem Epongehalt bis hin zur reinen Eponlésung
behandelt. Die Behandlung erfolgte mit Unterdruck, um eine optimale Penetration der
Praparate zu erhalten. Der Kunststoff polymerisierte im Wirmeschrank fiir zunachst 3 h bei

48 °C und anschlieBend fur weitere 20 h bei 60 °C.

3.8.2 Standardvorgehen bei der Transmissionselektronenmikroskopie

Die zunichst mit dem Ultramikrotom (Reichert-Jung, Wien, Osterreich) hergestellten
Semidinnschnitte dienten sowohl der Orientierung als auch der Auswahl von Regionen, die

Eingang die in transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungstechnik fanden.

3.8.3 Firbung mit Safranin

Zur Herstellung von Safranin-Firbelosung wurden zunichst 1 g Safranin (Merck, Darmstadt)
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und 1 g di-Natriumtetraborat (Merck, Darmstadt) in 100 ml Aqua bidest. gel6st und fiir 30 min
gerithrt. AnschlieBend wurden Semidtinnschnitte entplastet und nach Spiilen mit Aqua dest. fiir
5 s gefirbt. Nach weiterem Sptlen, einer Gegenfirbung mit Toluidinblau und abschlieBenden

Sptilen in Aqua dest. erfolgte das Eindeckeln der Priparate.

Ultradinnschnitte der entsprechenden Regionen wurden mit 1 9% Uranylacetat und
1 % Bleizitrat behandelt und mit dem Elektronenmikroskop EM 109 (Catl Zeiss, Jena)

untersucht.

3.9 Computergestiitzte Datenquantifizierung

Das halbautomatische computergesteuerte Bildanalyseverfahren setzt das Vorhandensein
geeigneter Firbemethoden in Verbindung mit einer optimalen Strukturerhaltung voraus, um

spezifische Strukturen wie immun- oder enzymhistochemische Zellen selektiv zu detektieren.

3.9.1 Messverfahren

Fir diese Untersuchung wurden Paraffinschnitte nach Anwendung der TRAP-Histochemie
herangezogen, um mononukleire Makrophagen und mehrkernige Riesenzellen optisch zu
erfassen. Auf eine Gegenfirbung mit Himatoxylin wurde bei diesen Priparaten verzichtet, um
zur Optimierung der computergestitzten Quantifizierung einen moglichst groen Farbkontrast

im Priparat zu erreichen.

Zur Quantifizierung der TRAP-positiven Zellen wurden Priparate von jeweils acht Tieren aus
der Gruppe I/PRP- und der Gruppe II/PRP+ untersucht. Auf die Untersuchung der

Leerdefekte wurde verzichtet, da dort keine TRAP-positiven Zellen detektiert werden konnten.

Mit Hilfe des Stereomikroskops Stemi SV 11 (Catl Zeiss, Jena) und der Kamera Kappa DX 30
(Kappa, Gleichen) konnten die diagnoserelevanten Bereiche jedes Priparates segmentweise
aufgenommen werden. AnschlieBend erfolgte die Bearbeitung der fotografierten
Praparatausschnitte am Computer. Zur Quantifizierung kam die Software Image Pro Plus,

Version 4.5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, USA) zum Einsatz.

Die TRAP-positiven Zellen ordneten sich im Granulationsgewebe ringférmig um die Defekte
an. Mit Hilfe der Quantifizierungssoftware wurde deshalb ein kreisférmiges Messfeld (,,area of

interest™, AOI) definiert, das in jedem Testpriparat zirkulir um den ganzen Defekt
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herumgefithrt wurde (Abbildung 4). Somit konnten in simtlichen Lokalisationen die TRAP—
positiven Zellen erfasst werden. In dieser Untersuchung wurden pro Paraffinschnitt zwischen
12 und 24 AOIs vermessen. Limitierender Faktor fiir die Anzahl der Messfelder war die
variierende GroBe der ringférmigen Defektbereiche der Priparate, in dem die TRAP-positiven
Zellen lokalisiert waren. Bei der Messung wurden rote Bildpunkte positiv bewertet. Die
Quantifizierung erfolgte automatisch. Die positiv gewerteten Areale wurden mit der Einheit
.70 pro Gesamtfliche® des Messfeldes angegeben. Zum Abschluss wurde aus allen Messwerten

eines Praparates der Mittelwert ermittelt.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Messmethode TRAP-positiver Flichenanteile

Die Abbildung zeigt schematisch ein in Paraffin eingebettetes Knochenpriparat. Hierbei
entspricht die schraffierte Fliche dem Anteil des Lagerknochens. Innerhalb des kreisrunden
Knochendefektes sind die TRAP-positiven Zellen (unterbrochene Pfeile) ringférmig
angeordnet. Exemplarisch sind vier Messfelder (durchgezogene Pfeile, Nr. 1 - 4) dargestellt,
die sowohl an die Defektgrenze als auch an die jeweils benachbarten Messfelder angelagert
sind. Die Messung erfolgte zirkulir entlang des gesamten Defektrandes durch Hinzuftigen
weiterer Messfelder im Uhrzeigersinn (transparenter Pfeil).

3.9.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Verhaltnisse der Mittelwerte pro Tier in beiden
Untersuchungsgruppen wurde mit Hilfe eines Wilcoxon-Rangsummentests fiir zwei
unverbundene Stichproben durchgefithrt. Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Software

SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), Version 8.1.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Versuchstiere

Bei 25 der 26 Miniaturschweine gestaltete sich der postoperative Verlauf ohne Komplikationen.
Die Tiere belasteten die operierte GliedmaBe zwischen dem funften und neunten

postoperativen Tag wieder vollstindig.

Bei einem Tier der Gruppe I/PRP- traten Komplikationen in Form einer Patellaluxation an der
operierten Gliedmalle auf. Das Schwein wurde am dritten postoperativen Tag erneut operiert
und die Patella repositioniert. Das Knochenpriparat dieses Tieres fand keinen Eingang in die

weiteren Untersuchungen.

4.2 Anreicherung der Thrombozyten

Tabelle 4 zeigt die Mittelwerte der Thrombozytenzahlen der Spendertiere im Vollblut und im

Thrombozytenkonzentrat mit Standardabweichung.

Tabelle 4: Mittelwerte der Thrombozytenzahlen der Spendertiere im Vollblut und im
Thrombozytenkonzentrat mit Standardabweichung

Anzahl der Thrombozyten in G/1

Vollblut Thrombozytenkonzentrat

Versuchstier 1 -6 267.000 £ 33.000 1.300.000 *+ 700.000

4.3 XKonzentrationen der Wachstumsfaktoren

Fur die Implantation in die Knochendefekte der Versuchstiere aus Gruppe II/PRP+ wurde das
PRP mit der hochsten Konzentration an thrombozytiren Wachstumsfaktoren eingesetzt.
Tabelle 5 zeigt die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren in Blutplasma und im

verwendeten PRP.
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Tabelle 5: Konzentrationen von Wachstumsfaktoren in Blutplasma und PRP

Wachstumsfaktor Konzentration (pg/ml)

Blutplasma PRP
VEGF <10 <10
PDGF-AB Keine AK-Reaktion Keine AK-Reaktion
PDGF-BB 343,45 2.452,10
TGF-p1 6678,10 11.129,00
bFGF 13,69 334,10

Mit Hilfe des ELISA-Verfahrens konnte ermittelt werden, dass bei der Herstellung von PRP
PDGF-BB um den Faktor 7,1, TGF-f1 um den Faktor 1,6 und bFGF um den Faktor 24,4

konzentriert wurde. Die VEGF-Konzentration befand sich unter der Nachweisgrenze von

10 pg/ml. Fur PDGF-AB konnte keine Antikorperreaktion nachgewiesen werden.
4.4 Gruppe I/PRP-

4.4.1 Histologie

Wie in den Himatoxylin-Eosin-gefirbten (HE) Paraffinschnitten und den Dunnschliffen zu
erkennen ist, sind die inneren Oberflichen der Defektrinder bei allen Tieren von einem
zellreichen Granulationsgewebe ausgekleidet, dessen Fasern sich parallel zum Defektrand
anordnen. Das zellreiche Granulationsgewebe fillt die Ridume zwischen den einzelnen
Implantatpartikeln aus und ist von zahlreichen quer- und lings angeschnittenen Gefillen
durchzogen. Das Implantatmaterial besteht aus Solitirpartikeln, die peripher Auflockerungen
der Materialdichte aufzeigen. In den Defektzentren der untersuchten Priparate sind weder

Implantatanteile noch Granulationsgewebe nachzuweisen.

Die Zellpopulationen des Granulationsgewebes sind heterogen. Fibroblasten und Fibrozyten

mit spindelférmigem Zytoplasma und hellen runden Zellkernen sind die vorherrschenden
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Zelltypen. Dartiber hinaus sind mononukleire Zellen, die stellenweise intrazytoplasmatische
Einschlisse aufweisen, zu erkennen. Diese polymorphen mononukleiren Zellen sind hiufig

gruppenweise im Granulationsgewebe lokalisiert.

Entlang der Implantatoberflichen sind typischerweise zwei unterschiedliche Zelltypen zu
identifizieren. FEinerseits kubisch geformte Osteoblasten, die petlschnurartig aufgereiht,
schmalen Osteoidsdumen entlang der Implantatoberfliche aufsitzen und zum Teil mehrere
Zellreihen bilden. Andererseits gro3e multinukledre Zellen, die abhingig von der Schnittebene
mehr als 20 Zellkerne aufweisen koénnen (Abbildung 5). Diese Zellen sind nur an den
Implantatoberflichen lokalisiert, die nicht von Osteoblasten besetzt sind (Abbildung 6). Die
multinukledren Zellen lassen eine Polarisierung erkennen. Sie liegen mit threm apikalen Anteil
dem Implantat zumeist breitflichig auf. Die Zellkerne befinden sich im basalen Zytoplasma der
Zellen. Diese Zellen enthalten hiufig grof3e intrazytoplasmatische Einschlisse, die in Struktur
und Anfirbbarkeit dem Implantatmaterial gleichen (Abbildung 7). Die Einschliisse sind
Uberwiegend apikal in den Zellen lokalisiert. In Implantatspalten zeigen die multinukledren

Zellen eine abgeflachte Gestalt.

Solitir im Granulationsgewebe liegende vielkernige Zellen sind haufig kugelig gestaltet. Hier
lassen sich zwei unterschiedliche Erscheinungsformen erkennen. Einerseits sind es Zellen, die
zahlreiche, bis zellkerngrofle Einschlisse im umfangreichen Zytoplasma aufweisen. Bei diesen
Zellen sind die Zellkerne in der Regel peripher entlang der inneren Oberfliche der
Zellmembran aufgereiht. Andererseits finden sich multinukledre Zellen, die nur sehr wenig
Zytoplasma enthalten und keinerlei FEinschlisse aufweisen. In diesen Zellen sind die Zellkerne

meist gleichmiBig tiber den gesamten Zellleib verteilt.

In den Ubersichtspriparaten kann nach der Versuchsdauer von 20 Tagen keine knocherne
Uberbriickung der angelegten Knochendefekte festgestellt werden. FEine auf die
Defektperipherie beschrinkte Knochenneubildung, die vom Lagerknochen ausgeht, ist jedoch
deutlich zu erkennen. Zwischen den neugebildeten Knochenbilkchen befindet sich
Granulationsgewebe, das sich in Richtung Defektzentrum erstreckt, ohne jedoch die Defekte

vollstindig auszufillen.

4.4.2 Enzymbhistochemie - Tartrat-resistente saure Phosphatase

Bei den TRAP-positiven multinukledren Zellen im Beich des Lagerknochens handelt es sich
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aufgrund der zellassoziierten Ausbildung von Resorptionslakunen um Osteoklasten.

Es sind viele TRAP-positive mehrkernige Riesenzellen zu beobachten, die sich entweder in
unmittelbarem Kontakt zum Implantatmaterial oder in geringerer Anzahl im umliegenden
Granulationsgewebe befinden (Abbildung 8a). Die Markierung beschrinkt sich auf das
Zytoplasma der Zellen. Innerhalb des Zytoplasmas finden sich haufig Bereiche mit intensiverer
Firbung. Multinukledre Zellen, die dem Implantat anhaften, enthalten hiufig eine gréBere
Anzahl von intrazytoplasmatischen Einschlussen als die Riesenzellen, die sich implantatfern im
Granulationsgewebe befinden. Die Grée dieser Inklusionen variiert bis hin zur Zellkerngroe.
Bei dieser Untersuchungstechnik stellen sich diese Einschliisse als helle Bereiche innerhalb des
Zytoplasmas dar. Das eingeschlossene Material gleicht in Struktur und Anfirbbarkeit dem
eingebrachten Knochenersatzstoff. Entsprechende zytoplasmatische Einschliisse besitzen auch

die frei im Granulationsgewebe lokalisierten TRAP-positiven Riesenzellen.

Weiterhin ist im Granulationsgewebe eine geringe Anzahl mononukledrer Zellen markiert.

4.4.3 Immunhistochemie

Zur Bewertung der Firbeintensitit der immunhistochemischen Reaktion werden bei der
folgenden Darstellung der Untersuchungsergebnisse die Symbole (+) fir schwach positiv, (++)

tiir miBig positiv und (+++) fiir stark positiv verwendet.

4.4.3.1 Kathepsin K

Grundsitzlich beschrinkt sich die Markierung nach Anwendung des Kathepsin K—Antikérpers
auf das Zytoplasma von Zellen. Hierbei zeigen sich hiufig Zonen mit stirkerer Anfirbung

innerhalb des Zytoplasmas.

An der Oberfliche des Lagerknochens befinden sich zahlreiche markierte mehrkernige Zellen.
Bei den zum einen sehr flach und langgestreckt der Knochenoberfliche aufliegenden und zum
anderen Teil kugelig in lakunenartigen Substanzverlusten des Lagerknochens lokalisierten

Zellen handelt es sich aufgrund der benachbarten Resorptionslakunen um Osteoklasten.

Entlang der osteoidfreien Implantatoberflichen ist eine Vielzahl von multinukledren Kathepsin
K-positiven Riesenzellen lokalisiert. Das Zytoplasma der Zellen enthalt viele Inklusionen. Die

Implantatstruktur ist in unmittelbarer Nihe dieser Zellen stirker aufgelockert als es ohnehin in
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der Peripherie der Partikel zu beobachten ist. Bei einigen Implantatpartikeln, die von
neugebildetem Knochengewebe bereits partiell umgeben sind, sind nur die osteoidfreien

Oberflachen von markierten Zellen besetzt.

Wiederum  sind zwei  unterschiedliche  Phinotypen  gefirbter  Riesenzellen im
Granulationsgewebe nachweisbar. Uberwiegend haben diese Zellen eine kompakte kugelige
Form und enthalten wenig Zytoplasma. Andere sind deutlich gréBer und zeigen eine starke
Auflockerung des Zytoplasmas und eine hohere Anzahl von Einschlissen, die deutlich groB3er
sind als in den Gbrigen Riesenzellen. Das Zytoplasma der Riesenzellen, die am Implantat
lokalisiert sind, ist stark positiv angefirbt (+++) (Abbildung 9). Die Zellen des gleichen
Zelltyps, die sich implantatfern im Granulationsgewebe befinden, weisen eine miflige (++) bis

starke (+++) Antigenmarkierung auf.

Im Granulationsgewebe findet sich eine geringe Anzahl von mononukleiren Makrophagen
hiufig in der Nihe von Implantatpartikeln, die eine schwach positive Kathepsin K-Markierung

aufweisen.

Die tbrigen Zellen des Granulationsgewebes sind nicht angefarbt (Abbildung 9).

4.4.3.2 CD44

Im Granulationsgewebe der mit Knochenersatzmaterial versehenen Priparate befinden sich
zahlreiche angefirbte mononukleire Makrophagen, die sowohl solitir als auch gruppenweise
lokalisiert sind. Eine groBle Anzahl dieser Zellen kann in unmittelbarer Nachbarschaft von
GefaBanschnitten beobachtet werden. Das Firbesignal beschrinkt sich stets auf die
Zellmembranen. Die Zellmembranen eng benachbarter Makrophagen sind an den einander
zugewandten Seiten hidufig nur punktuell gefirbt und daher nicht mehr vollstindig darstellbar

(Abbildung 10).

Die basalen Membrandominen der mehrkernigen Riesenzellen, die den Implantatpartikeln
anhaften, sind ebenfalls markiert (+++), wihrend die apikalen Membrananteile keine
Anfirbungen der Zellmembran aufweisen (Abbildung 10). Frei im Granulationsgewebe

lokalisierte mehrkernige Riesenzellen haben eine durchgehend markierte Zellmembran (+++).
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4.4.3.3 Vimentin

Die mehrkernigen Riesenzellen zeigen in Abhingigkeit von der Lokalisation unterschiedliche

intrazytoplasmatische Farbemuster.

Riesenzellen, die in Kontakt mit den Implantatpartikeln stehen, sind im Allgemeinen malig
(++) bis intensiv (+++) angefarbt. Dartiber hinaus ist festzustellen, dass in der Regel
implantatnahe Zellbereiche eine stirkere Reaktivitit aufweisen als die implantatabgewandten,

basalen Anteile des Zytoplasmas (Abbildung 11).

Die frei im Granulationsgewebe, ohne direkten Implantatkontakt, eingebetteten mehrkernigen
Riesenzellen zeigen ein homogenes und nur schwaches zytoplasmatisches Farbsignal (+ bis
++). Im Granulationsgewebe weisen auflerdem Fibroblasten (+++) und Osteoblasten (++)

eine zytoplasmatische Anfirbung auf.

Die immunhistochemischen Untersuchungen zum Nachweis von CD68, Calcitoninrezeptor

und aVB3-Integrin fithrten, auch nach Antigen-Demaskierungsmainahmen wie Proteinase K-
Behandlung und Kochen der Priparate in Citrat-Pufferlosung, zu ausbleibenden oder

unspezifischen Signalen.

4.4.3.4  Negativkontrollen

Bei den durchgefithrten Negativkontrollen, die ohne Primarantikorper inkubiert wurden, sind

keine markierten Strukturen 2zu beobachten.

4.5 Gruppe II/PRP+

4.5.1 Histologie

Im Vergleich zur Gruppe I/PRP- ist in diesen Priparaten schon in der UbersichtvergréBerung
cine deutlich gréBere Anzahl von mehrkernigen Riesenzellen im Granulationsgewebe
augenfillig. Sowohl die Zahl der zytoplasmareichen, mit Phagozytoseprodukten beladenen
mehrkernigen Zellen, als auch die der nur wenig Zytoplasma enthaltenden Zellen ist vermehrt.
Weiterhin fallt auch eine Vielzahl von implantatassoziierten Riesenzellen auf. Zwischen den
Implantatpartikeln, an der Grenze zum optisch leeren Raum des Defektzentrums, ist eine

Vielzahl von mononukleiaren Zellen zu beobachten.
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In der UbersichtsvergroBerung wird im Unterschied zur Gruppe 1/PRP- der starke Zerfall des
Knochenersatzstoffes in zahlreiche kleine Partikel evident. Weiterhin weisen die Priparate
nahezu durchgehend ein héheres Mal3 an Knochenneubildung auf. In Lagerknochennihe sind
breitere Osteoidsdiume zu erkennen, die weit in das Granulationsgewebe hineinreichen. Die
Implantatpartikel sind im Vergleich zur Gruppe I/PRP- stirker mit Osteoidstegen
untereinander vernetzt. Wie in Gruppe I/PRP- ist auch in dieser Gruppe das Defektzentrum

von Granulationsgewebe und Implantat ausgespart.

4.5.2 Enzymhistochemie - Tartrat-resistente saure Phosphatase

Im Unterschied zur Gruppe I/PRP- ist in dieser Gruppe eine Vielzahl von TRAP-positiven
mehrkernige Riesenzellen zu beobachten (Abbildung 8 b).

Vergleichsweise treten mononukleire Zellen ebenfalls sehr hiufig in Erscheinung.

4.5.3 Immunhistochemie

4.5.3.1 Kathepsin K

Der uberwiegende Anteil der mehrkernigen Riesenzellen ist intensiv (+++) gefirbt
(Abbildung 9). Hierbei zeigt sich das gleiche Firbemuster wie in Gruppe I/PRP-. Dartiber
hinaus kann in den Priparaten dieser Gruppe eine groBlere Anzahl von positiv gefirbten

mononukledren Makrophagen (++) in Implantatnihe beobachtet werden.

4532 CD44

In dieser Untersuchungsgruppe tritt auch eine Vielzahl von CD44-positiven Zellen in
Erscheinung. Sowohl mehrkernige Zellen als auch mononukleire Makrophagen sind
membranmarkiert. Die Firbemuster der mehrkernige Zellen in Abhingigkeit ihrer Lokalisation

(implantatassoziiert versus frei im Granulationsgewebe) entsprechen denen der Zellen in

Gruppe I/PRP-.

Mononukleire Makrophagen befinden sich auch in den Spalten zwischen den

Implantatschollen nahe am Zentrum des Defektes.

4.5.3.3 Vimentin

In dieser Gruppe konnen keine abweichenden Firbemuster der in hoher Zahl markierten
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vielkernigen Zellen im Vergleich zur Gruppe I/PRP- beobachtet werden. Im
Granulationsgewebe ist jedoch vergleichsweise eine grélere Anzahl Osteoblasten im Bereich
des neugebildeten Osteoids, sowohl am Lagerknochen als auch entlang der Implantatpartikel,

markiert.

Die immunhistochemischen Untersuchungen zum Nachweis der Antikorper gegen CDG68,
Calcitoninrezeptor und aVP3-Integrin fihrten, auch nach Antigen-
Demaskierungsmalnahmen wie Proteinase K-Behandlung und Kochen der Priparate in Citrat-

Pufferl6sung, zu ausbleibenden oder unspezifischen Signalen.

4.5.3.4 Negativkontrollen

Bei den durchgefithrten Negativkontrollen, in denen keine Primirantikérper eingesetzt wurden,

sind keine Immunoreaktivititen festzustellen.

4.6 Leerdefekte

4.6.1 Histologie

Die Leerdefekte weisen eine vollstindige, bis ins Defektzentrum reichende Auffillung mit
zellreichem Granulationsgewebe auf. Hier konnen zahlreiche Gefillanschnitte beobachtet
werden. Eine grole Anzahl Fibroblasten ist zu identifizieren, vereinzelt finden sich
Lymphozyten. Mehrkernige Riesenzellen treten nicht in Erscheinung. Der Faserverlauf des
Granulationsgewebes ist im Bereich des Defektrandes parallel zum Lagerknochen ausgerichtet,
wihrend im Defektzentrum ein ungeordnetes Fasernetzwerk dominiert. Weiterhin ist eine
deutliche Knochenneubildung vom Lagerknochen ausgehend zu beobachten, die sich radidr in

Richtung Defektzentrum orientiert.

4.6.2 Enzymhistochemie - Tartrat-resistente saure Phosphatase

Im Granulationsgewebe der Leerdefekte kénnen keine TRAP-positiven Zellen nachgewiesen

werden.
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4.6.3 Immunhistochemie

4.6.3.1 Kathepsin K

In den Leerdefekt-Priparaten sind die Osteoklasten des Lagerknochens markiert. Im
Granulationsgewebe sind weder multinukleire Riesenzellen noch mononukleire Zellen mit

Antikérpermarkierung nachweisbar.

4.6.3.2 CD44

In den Leerdefekten lassen sich keine markierten Makrophagen nachweisen.

4.6.3.3 Vimentin

Die Markierung beschrinkt sich auf das Zytoplasma von Fibroblasten und Osteoblasten (++
bis +++).

4.6.3.4  Negativkontrollen

Hier sind keine markierten Strukturen zu erkennen.

4.7 Transmissionselektronenmikroskopie

In beiden Untersuchungsgruppen weisen die multinukleiren Zellen eine tbereinstimmende
Ultrastruktur auf. An den Implantatoberflichen befinden sich multinukleire langgestreckte,
abgeflachte Zellen (Abbildung 12). Die Zellen stehen in enger Verbindungen zum Implantat,
indem die apikalen Zellmembranen die Implantatoberflichen direkt kontaktieren. Diese
Membranabschnitte weisen tiber ihre gesamte Linge subplasmalemmale Aktinansammlungen
auf. Es zeigen sich nur seichte Einbuchten der apikalen Zellmembran (Abbildung 13). Die

basalen Membrandominen sind durch zahlreiche kurze Pseudopodien charakterisiert.

Die Zellkerne der implantatassoziierten mehrkernigen Zellen sind stets in den basalen
Zytoplasmaabschnitten lokalisiert (Abbildung 12). Sie sind von unregelmifBiger Gestalt und
enthalten zwei Arten von Chromatin, das osmiophile, dunkel gefirbte Heterochromatin und
das hellere Euchromatin. Das Heterochromatin lagert sich der inneren Kernmembran an und
ist in einzelnen Konglomeraten im umgebenden Euchromatin lokalisiert. Hiufig lassen sich in

den Zellkernen, in Abhingigkeit vom Anschnitt, runde bis ovale, stark kontrastierte
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Kernkorperchen identifizieren.

Im Zytoplasma ist eine grofe Anzahl von Mitochondrien lokalisiert. Ribosomen sind hiufig in
kleinen Gruppen rosettenartig als Polysomen zusammengelagert. Dartiber hinaus kénnen kurze
Membranabschnitte des rauen endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates

nachgewiesen werden (Abbildung 13).

Intrazytoplasmatische elektronendichte Einschlisse von feinnadeliger Struktur ohne
erkennbare Membranabgrenzung sind hiufiger Bestandteil der implantatassoziierten
mehrkernigen Zellen. Die FEinschlisse gleichen dem Implantatmaterial in Struktur und
Elektronendichte (Abbildung 12). Es stellt sich als eine feinpartikulire Grundsubstanz
unterschiedlicher  Elektronendichte dar, die locker zusammengefiigt ist. Zahlreiche
elektronendichte nadelartige Anteile, wie sie auch intrazellulir als zytoplasmatische Einschlisse
zu finden sind, liegen innerhalb einer miBig elektronendichten Matrix (Abbildungen 12, 14, 15).
Die Kontinuitit des Materials ist von einer groBen Anzahl kontrastarmer, blasiger

Zwischenriume unterbrochen.

Die frei im Granulationsgewebe lokalisierten mehrkernigen Zellen (Abbildungen 14, 15) zeigen
hiufig Zytoplasmaprotrusionen, die im Granulationsgewebe lokalisierte Implantatpartikel
partiell umschlieBen. In diesen Protrusionen sind Zellorganellen zu erkennen. Die Zellen
enthalten dartiber hinaus Einschlisse von bis zu mehreren Mikrometern Durchmesser, die
durch ihre GréBe zu den dominierenden Strukturen der Zellen werden. In diesen Fillen sind

die Zellkerne aufgrund der groflen Ausdehnungen der Einschliisse in die Peripherie verdringt

(Abbildung 14).
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4.8 Abbildungen

Abbildung 5: Dunnschliffhistologie, Gruppe II/PRP+, Toluidinblau-Firbung

Implantatpartikel (I) sind nahezu vollstindig in neugebildetes Osteoid (O) integriert. An der
osteoidfreien Oberfliche einer Implantatscholle ist eine mehrkernige Riesenzelle (langer Pfeil)
zu erkennen. In diesem Bereich ist die Anfirbbarkeit des Implantatmaterials reduziert.

Zahlreiche Osteoblasten (kurze Pfeile) flankieren die Osteoidrinder.
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Abbildung 6: Semidiinnschnitte, Gruppe 1I/PRP+, Firbung mit Safranin O und Toluidinblau

(@ Das im Schnitt violett gefirbte Implantat weist Bearbeitungsartefakte im Sinne von
partiellem Materialverlust auf. Das umgebende Granulationsgewebe ist zell- und gefal3reich.

Es lassen sich zahlreiche mehrkernige Riesenzellen (lange Pfeile) und Osteoblasten (kurze
Pfeile) in unmittelbarer Nachbarschaft des Implantats nachweisen. Zwischen Osteoblasten und
Knochenersatzmaterial ist stets ein schmaler Osteoidsaum lokalisiert.

(b) Implantatassoziierte Knochenneubildung

Zahlreiche Osteoblasten (Pfeile) liegen in Implantatnihe. Die neugebildete Matrix ist aufgrund
des Mineralisationsgehaltes bereits leicht violett tingiert.

51



ERGEBNISSE

52



ERGEBNISSE

Abbildung 7 (a, b): Die Oberflichen des Implantates (I) sind nahezu vollstindig von
mehrkernigen Riesenzellen (lange Pfeile) besetzt. In einigen der Riesenzellen finden sich
Einschliisse, die in Aussehen und Struktur dem Knochenersatzmaterial gleichen. (b)
Gleichzeitig okkupieren Osteoblasten ( kurze Pfeile) die Implantatoberflichen.
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Abbildung 8: TRAP-Firbung, Gegenfirbung Hamatoxylin
(a) Gruppe I/PRP-, (b) Gruppe II/PRP+

(a) Im zellreichen Granulationsgewebe befinden sich in Nihe der Implantatpartikel (I') TRAP-
positive mehrkernige Zellen.

(b) Den Oberflichen simtlicher Implantatpartikel (I') im Bildausschnitt haften TRAP-positive
mehrkernige Riesenzellen an. Weiterhin ist eine Vielzahl TRAP-positiver Zellen im
Granulationsgewebe zu beobachten.
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Abbildung 9: Paraffinschnitt, Kathepsin K-Immunhistochemie, Gegenfirbung mit
Himatoxylin

Gruppe I/PRP- (a), Gruppell/PRP+ (b)
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(a, b) Den Implantatschollen haften zahlreiche mehrkernige Riesenzellen an, die alle eine
Kathepsin K-Markierung aufweisen. Zytoplasmanteile einiger Riesenzellen (Pfeile) erstrecken
sich bis in kleinste Spalten des Implantates.
Im Granulationsgewebe sind ebenfalls Kathepsin K-exprimierende Zellen lokalisiert, die vor
allem in der Versuchsgruppe mit PRP-Zusatz augenfillig sind (b). Zum Teil weisen diese Zellen
eine schwichere Markierung (b/Pfeile) auf.
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Abbildung 10: Paraffinschnitte, Gruppe 1I/PRP+, CD44-Immunhistochemie, Gegenfirbung
mit Himatoxylin
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(a) Implantatpartikel (I) werden von mehrkernigen Riesenzellen umgeben. Diese weisen an den
basalen Zellmembranen eine intensive CD44-Antikorper-Reaktivitit (lange Pfeile) auf. Den
apikalen, dem Implantat zugewandten Membranen fehlt eine solche Reaktion vollstindig
(kurze Pfeile).

(b) Im Granulationsgewebe ist eine groe Anzahl von CD44-positiven mononukledren Zellen
lokalisiert. Haufig lagern sich mehrere dieser Zellen traubenihnlich zusammen. Hierbei sind
teilweise unversehrte, antikOrpermarkierte, Zellmembranen zu erkennen (lange Pfeile).
Stellenweise sind die Zellmembranen der Zellen nur sehr undeutlich oder nicht mehr
darstellbar (kurze Pfeile).

Abbildung 11: Paraffinschnitt, Gruppell/PRP+, Vimentin—Immunhistochemie, Gegenfirbung
mit Himatoxylin

Die implantatassoziierten mehrkernigen Riesenzellen weisen im apikalen Zytoplasma eine
bandartige Verstirkung des Antikorpersignals auf (kurze Pfeile). Das Implantat (I) zeigt
peripher eine breite Zone der strukturellen Auflockerung (Doppelpfeile).
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Abbildung 12: Transmissionselektronenmikroskopische Ubersicht einer am Implantat (I)
lokalisierten mehrkernigen Riesenzelle

Die Zellkerne (N) sind im implantatfernen, basalen Anteil der Zelle lokalisiert. Ein
intrazytoplasmatischer Einschluss (Pfeil) ist deutlich zu erkennen. Das Gebiet innerhalb der
schwarzen Umrandung ist in Abbildung 13 im Detail dargestellt.
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Abbildung 13: Ultrastrukturelles Detail der Kontaktzone einer mehrkernigen Riesenzelle mit
der Implantatoberfliche

Die Oberflichenkontur des Knochenersatzmaterials (I) ist durch die unterbrochene Linie
dargestellt. Subplasmalemmale Aktinkondensationen (A) charakterisieren die apikale
Membrandomine einer multinukledren Zelle, die ohne erkennbaren Spaltraum der
Implantatoberfliche anhaftet und seichte, unregelmifBlige FEinbuchtungen aufweist. Im
organellenreichen Zytoplasma befinden sich zahlreiche Mitochondrien (M) sowie Lysosomen
(L) mit strukturell und in der Elektronendichte variierendem Inhalt.
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Abbildung 14: Ultrastruktur einer im Granulationsgewebe lokalisierten mehrkernigen
Riesenzelle

Fremdkorpereinschlisse (lange Pfeile) unterschiedlicher Grof3e. Zytoplasmaausldufer (kurze
Pfeile) umschlieBen das Knochenersatzmaterial nahezu vollstindig. Die Zellkerne (IN) sind
durch den groBen Umfang der Inklusionen in die Peripherie verlagert. Im Zytoplasma sind
zahlreiche Mitochondrien (M) zu erkennen.
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Abbildung 15: Ultrastrukturelles Detail einer mehrkernigen Riesenzelle mit intrazytoplasma-
tischer Inklusion

Das eingeschlossene Implantatmaterial (I) weist eine heterogene Struktur und Elektronendichte
auf. Eine Membranbegrenzung des Einschlusses ist nicht zu erkennen. Im Zellkern (N) ist die
unterschiedliche Verteilung der beiden Chromatinarten zu beobachten, wobei das
kontrastreiche Heterochromatin tberwiegend an der inneren Kernmembran lokalisiert ist.
Tentakelartige, organellenfreie Fortsitze der Zelle (Pfeile) kontaktieren einen Erythrozyten (E).
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4.9 Statistische Auswertung der TRAP-positiven Flichenanteile

Die Tabellen A und B im Anhang zeigen den Anteil TRAP-positiver Flichen pro Gesamtfliche
der untersuchten Messfelder pro Tier. Abhingig von der Defektgrée variiert die Anzahl der
untersuchten Messfelder pro Priparat. In der Gruppe I/PRP- konnten zwischen 12 und 23
Messfelder, in der Gruppe II/PRP+ zwischen 12 und 24 Messfelder pro Tier untersucht

werden.

In der Gruppe I/PRP- werden fur die TRAP-positiven Flichenanteile aller Messfelder pro
Priparat Mittelwerte zwischen 2,64 % und 6,79 % errechnet. In der Gruppe 1I/PRP+ vatiieren
diese Mittelwerte zwischen 6,27 % und 15,07 % (Abbildung 16).

O Gruppe I/PRP-
B Gruppe II/PRP+

Mittelwerte TRAP-positiver Flichen in %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tier-Nr.

Abbildung 16: Darstellung der Mittelwerte TRAP-positiver Flichen in den untersuchten
Praparaten in Prozent

Die Verteilung der Daten wird nachfolgend in einem Box- and Whisker Plot dargestellt
(Abbildung 17).

Aus diesen Mittelwerten werden fir jede der beiden Gruppen Gesamtmittelwerte berechnet,

welche fir die Gruppe I/PRP- 4,29 % und fir die Gruppe II/PRP+ 8,96 % betragen.
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Da die Messwerte keine Normalverteilung aufweisen, erfolgt die statistische Auswertung mit
Hilfe des Wilcoxon-Rangsummentests fiir zwei unverbundene Stichproben. Dieser Test zeigt

einen hochsignifikanten Einfluss (p < 0,01) des Faktors PRP auf die GréBe TRAP-positiver

Areale in den Priparaten.
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Abbildung 17: Box-and Whisker-Plots beziiglich des Merkmals ,,TRAP-positive Fliche pro
Untersuchungsfeld in Prozent®
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4.10 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Tabelle 6 sind die wichtigsten Ergebnisse in Bezug auf die implantatabbauenden Zellen

zusammengefasst.

Tabelle 6: Ubersicht der Untersuchungsergebnisse aus Gruppe 1/PRP- und Gruppe 11/PRP+
in Bezug auf implantatabbauende Zellen

verlaufende Aktinkondensationen auf

Gruppe I/PRP- Gruppe 1I/PRP+
Histologie - starker Implantatabbau durch mononukleire - starker Implantatabbau durch mononukleire
Makrophagen und multinukledre Riesenzellen Makrophagen und multinukledre Riesenzellen
- deutlich gréBere Anzahl von Phagozyten im
Vergleich zur Gruppe 1/PRP-
TRAP - mononukleire Makrophagen +++ - mononukleire Makrophagen +++
- multinukleidre Riesenzellen +++ - multinukleire Riesenzellen +++
KathepsinK - implantatassozierte multinukledre Riesenzellen - implantatassoziierte multinukledre Riesenzellen
+++ +++
- Makrophagen +++ - Makrophagen +++
CD44 - Makrophagen u. implantatferne Riesenzellen - Makrophagen u. implantatferne Riesenzellen
+++ +++
- basale Membrananteile implantatassoziierter - basale Membrananteile implantatassoziierter
multinukledrer Riesenzellen +++, apikale multinukledrer Riesenzellen +++, apikale
Membrananteile - Membrananteile -
Vimentin - polarisierte Verteilung bei implantatassoziierten - polarisierte Verteilung bei implantatassoziierten
Riesenzellen Riesenzellen
- homogene Verteilung bei implantatfernen - homogene Verteilung bei implantatfernen
Riesenzellen Riesenzellen
Quantifi- - Mittelwert aller ermittelten Flichenanteile: - Mittelwert aller ermittelten Flichenanteile:
zierung 4,2908 % TRAP-positive Flichenanteile pro 8,9588 % TRAP-positive Flichenanteile pro
TRAP- Gesamtfliche Gesamtfliche
positiver
Flichen-
anteile
TEM - implantatassoziierte mehrkernige Riesenzellen weisen parallel zu den apikalen Zellmembranen

- apikale Zellmembranen zeigen nur wenige, seichte Einbuchtungen und sind mit der

Implantatoberfliche ohne erkennbaren Zwischenraum verbunden

- in den Riesenzellen finden sich elektronendichte, nadelartige zytoplasmatische Einschliisse

Die vergleichende tabellarische Ubersicht der Ergebnisse verdeutlicht, dass nach Applikation
von PRP keine qualitativen Unterschiede in Bezug auf die an der Degradation des Implantates
beteiligten Zellpopulationen festzustellen sind. Dagegen zeigt die quantitative Datenerfassung,
dass nach Zugabe von PRP die Ausdehnung der TRAP-positiven Flichenanteile statistisch

hoch signifikant vergroert ist.
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5 DISKUSSION

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie haben gezeigt, dass der zellulire Abbau des
nanopartikuliren Knochenersatzstoffes Ostim® von mononukleiren Makrophagen und vor
allem durch multinukledre Fremdkorperriesenzellen bewerkstelligt wird. Im Hinblick auf die an
der Degradation beteiligten Zellen sind keine qualitativen Unterschiede im Sinne PRP-
abhingiger Effekte festzustellen. Diese manifestierten sich jedoch deutlich auf quantitativer

Ebene.

Im Folgenden wird zunichst auf die PRP-unabhingigen Effekte post implantationem eingegangen,

die in beiden Versuchsgruppen gleichermal3en zu beobachten sind.

51 PRP-unabhingige Effekte

5.1.1 Der nanopartikulidre Knochenersatzstoff Ostim®

Der Knochenersatzstoff Ostim® ist weder hitzebehandelt, noch hirtet er 7z situ aus. Wegen der
pastosen Konsistenz kann dieses Knochenersatzmaterial nur in mechanisch unbelasteten

Knochendefekten eingesetzt werden.

Thermische Behandlungen von Hydroxylapatitzubereitungen fiihren zu Einschrinkungen oder
Verzogerungen im Abbau des Implantates (van Landuyt et al. 1995; Bloemers et al. 2003). Die
gleiche Problematik besteht bei Kalziumphosphatzementen, die nach der Applikation einer
Hirtungsreaktion unterliegen. Durch das Unterbleiben einer thermischen Vorbehandlung von
Ostim® soll eine schnell fortschreitende Degradation bei gleichzeitigem Voranschreiten der

Osteogenese erzielt werden.

Eine weitere Voraussetzung fiir eine schnelle Degradation von Ostim® soll nach
Herstellerangaben die nanopartikulire Struktur darstellen, die eine grofle Angriffsfliche fir
degradierende ,,Krifte” bietet. In der vorliegenden Untersuchung zeigte Ostim® in beiden
Versuchsgruppen innerhalb von 20 Tagen einen erheblichen Substanzverlust. Struktur- und
Dichteverinderungen der Implantatschollen spiegelten sich vor allem in den mit Toluidinblau-
gefirbten Histologien wider. Die vom Zentrum der Implantatpartikel zu deren Peripherie stetig
abnehmende Intensitit der Firbung ist als Anzeichen fiir die Strukturauflockerung und
abnehmende Dichte des Materials in den peripheren Bezirken zu interpretieren (Lubnow 2003).

Die abnehmende Materialdichte fiihrt zu einer verringerten mechanischen Stabilitit und in der
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Folge zur Ablosung kleinerer Ostim®-Konglomerate. Wie die Ergebnisse gezeigt haben, bleibt
die Knochenneubildung vom Lagerknochen aus jedoch deutlich hinter dem Schwund des
Implantatmaterials zuriick. Um eine definitive Aussage im Hinblick auf den zeitlichen Verlauf
der  knochernen  Defektdurchbauung  treffen  zu  koénnen, missen  spitere

Untersuchungszeitpunkte in die Beurteilung einbezogen werden.

5.1.2 Differenzierung der Zelltypen

Bei Untersuchungen zur zellvermittelten Degradation von Knochenersatzmaterialien steht stets
die Frage im Vordergrund, ob es sich bei den implantatassoziierten Polykaryen um
Osteoklasten oder um mehrkernige Makrophagen handelt. Experimentell konnten sowohl
mehrkernige Riesenzellen (Wada et al. 1989; Willert et al. 1990) als auch Osteoklasten (Davies
et al. 1993; Gomi et al. 1993; Wenisch et al. 2003) als alleinige implantatabbauende Zelltypen,
sowie ithr gemeinsames Vorhandensein an Oberflichen von Biomaterialien (Baslé et al. 1993;

Yamada et al. 1997a; Yamada et al. 1997b) nachgewiesen werden.

Wie die votliegende Untersuchung gezeigt hat, wird der Knochenersatzstoff Ostim®
unabhingig von einer PRP-Beimischung 20 Tage post implantationem von mononukleiren
Makrophagen und mehrkernigen Riesenzellen abgebaut. Mononukleire Makrophagen sind
anhand ihrer Morphologie lichtmikroskopisch nicht immer sicher zu identifizieren. Hier erweist
sich der Nachweis Giber membrangebundene Makrophagen-spezifische Antigene mit Hilfe der
immunhistochemischen Technik als hilfreich. Als zellspezifisches Antigen zum Nachweis von
Makrophagen und mineralisierte Matrix-abbauende Polykaryen gilt CD68 (Kelly et al. 1988;
Falini et al. 1993; Yamate et al. 2000). Der Calcitonin-Rezeptor wird als Osteoklasten-Marker

angeschen (Owens et al. 1996; Quinn et al. 1999; Teitelbaum 2000b).

Immunhistochemisch wurden zwei Antikérper gegen CD68 (Klon EBM11 und PG-M1)
Uberprift. Dabei kamen verschiedene Techniken zur Antigendemaskierung (Kochen des
Praparates in Citrat-Puffer, Proteinaseandauung) und unterschiedliche
Primdrantikérperverdinnungen zum Einsatz. Obwohl der Klon EBM11 schon erfolgreich fir
die Markierung porciner Alveolarmakrophagen in formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitten eingesetzt wurde (Ackermann et al. 1994), zeigten Makrophagen in dieser
Untersuchung keine Immunreaktion. Da speziesspezifische Unterschiede ausscheiden, kann die

Expression  unterschiedlicher =~ Oberflichenantigene  auf der  Zellmembran  von
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Gewebemakrophagen und Alveolarmakrophagen ein mdéglicher Grund fiir das Versagen des

Antikorperklons EBM11 sein.

Der Calcitonin-Rezeptor (Athanasou 1996; Roodman 1999), konnte immunhistochemisch
ebenfalls nicht dargestellt werden, da der eingesetzte, gegen die Ratte gerichtete Antikérper mit

Zellen des porcinen Gewebes keine Kreuzreaktivitit aufweist.

Die enzymhistochemische Untersuchung mittels TRAP zeigt in allen untersuchten Gruppen
cine Markierung von Osteoklasten im Lagerknochen und dartiber hinaus auch von
Makrophagen und mehrkernigen Fremdkorperriesenzellen. Diese Resultate bestitigen
vergangene Untersuchungen (Kadoya et al. 1994; Athanasou 1996; Gauthier et al. 1999), in
denen die TRAP als verldsslicher Indikator fir das Ausmal3 der zellvermittelten Degradation

von Implantatmaterialien beschrieben wurde.

Die Proteinase Kathepsin K kann in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer
Untersucher (Bossard et al. 1996; Delaisse et al. 2000) in den Osteoklasten des Lagerknochens
nachgewiesen werden. Auch gelingt in simtlichen mehrkernigen Riesenzellen des
Granulationsgewebes der Expressionsnachweis (Diaz et al. 2000; Biihling et al. 2001). Dass im
Granulationsgewebe lokalisierte Riesenzellen hidufig weniger starke Antigenmarkierungen
aufweisen als implantatassoziierte Riesenzellen, gibt Anlass zur Vermutung, dass die Kathepsin
K—Synthese erst am Bestimmungsort der Zelle ihre volle Leistung erreicht. Die Tatsache, dass
nur wenige mononukleire Makrophagen im Granulationsgewebe Kathepsin K—Expression
aufzeigen, stitzt die Vermutung von Bihling et al. (2001), dass es sich bei Kathepsin K auch
um einen Indikator des Aktivierungs- und Differenzierungszustandes von Makrophagen

handelt.

Mit einer verminderten CD44-Expression sinkt in Makrophagen deren Fahigkeit zur Zellfusion
und Chemotaxis (Zhu et al. 2004). Dartber hinaus verhindern CD44-Liganden wie
Hyaluronsidure, Chondroitinsulfat und Osteopontin die Ausbildung von multinukledren
Makrophagen (Sterling et al. 1998; Vignery 2000). Durch die Implantation von bovinem
Kollagen-1 in subkutanes Gewebe von Ratten konnten Bonnema und Mitarbeiter (2003)
beweisen, dass ab dem 14. postoperativen Tag sowohl Makrophagen als auch mehrkernigen
Riesenzellen CD44 exprimieren, wihrend nach 15 Wochen nur noch die Riesenzellen CD44-

Signale aufweisen. Ubereinstimmend zeigen die vorliegenden Untersuchungsergebnisse, dass
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am 20. postoperativen Tag mononukleire Makrophagen und mehrkernige Riesenzellen in der

Nihe von Implantatpartikeln eine CD44-Immunoreaktivitit aufweisen.

Im Bindegewebe gruppenweise angeordnete Makrophagen zeigen ein positives CD44-Signal
entlang der gesamten Zellmembran. Nach der Definition Vignerys (2000) ist eine ,kritische
Annaherung® von Zellen die Voraussetzung fur deren Fusionen. Eng benachbarte
Makrophagen weisen an den einander zugewandten Membranflichen stellenweise eine fehlende
Immunreaktion auf. Dieses Phinomen kann mit der beginnenden punktuellen stattfindenden
Fusion und der daraus resultierenden partiellen Auflésung der Zellmembranen erklirt werden.
Der Grund fir die Fusion von mononukleiren Makrophagen zu multinukleiren
Fremdkorperriesenzellen ist die Steigerung der Phagozytoseleistung. Mit dem im Zuge der
Fusion steigenden Zytoplasmagehalt vermehrt sich der Anteil der Zellorganellen und damit die

metabolische Leistungstihigkeit der Zelle (Ishiguro et al. 1997).

Sterling et al. (1998) wiesen nach der Implantation von Knochenspianen in Muskeltaschen von
Ratten nach, dass sowohl mononukleire als auch multinukledre Zellen in unmittelbarer Nihe
der Knochenimplantate transient gro3e Mengen von CD44-Molekiilen in den Zellmembranen
exprimieren. Die Zellen, die dem Implantat unmittelbar auflagen, wiesen die stirksten Signale
tir CD44 an den freien, basalen Plasmamembranabschnitten auf, welche potenzielle
Andockstellen fiir fusionsbereite Makrophagen darstellen. Auch in der vorliegenden
Untersuchung sind mehrkernige Riesenzellen, die dem Implantat anhaften, an ihren freien,
basalen Membrananteilen intensiv. CD44-positiv, wihrend die dem Implantat zugewandten,
apikalen Membranabschnitte keine Markierung aufweisen. Sterling et al. (1998) erkliren die
unterschiedliche CD44-Verteilung entlang der Zellmembran mit der Ausrichtung der CD44—
Membranproteine in Richtung auf benachbarte Makrophagen, um deren Fusion mit der
Riesenzelle zu vermitteln. Dariiber hinaus dienen CD44-freie Membrandominen der Adhirenz.
CD44-freie Zonen der Zellmembran sind somit notwendig, um von Haftungsproteinen

okkupiert zu werden (Sterling et al. 1998).

Das Integrin «VB3, das in groBen Quantititen auf den Zellmembranen von Osteoklasten
exprimiert und als méglicher Adhdrenzfaktor in Betracht gezogen wurde (Blair 1998; Duong
und Rodan 1998; Teitelbaum 2000a), konnte in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen
werden, obwohl der eingesetzte Antikérper auch gegen porcines Gewebe gerichtet ist.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist nicht auszuschlieBen, dass die Implantathaftung der

69



DISKUSSION

multinukledren Zellen tber andere Integrine als «VB3 erfolgt. Es ist aber auch mdoglich, dass
das ,,Versagen des Antikorpers durch die Verinderung der Antigenstruktur im Zuge der
Nachbearbeitung der Proben (Fixierung, mehrwoéchige Entkalkung) herbeigefiihrt wurde. Die
adhirenten Eigenschaften der implantatassoziierten Riesenzellen bestitigen sich jedoch in

jedem Fall in der Elektronenmikroskopie und der Vimentin-Immunhistochemie.

Der Einsatz von Vimentin-Antikérpern ermdglichte die Darstellung unterschiedlicher
rdumlicher Verteilungsmuster von Vimentinfilamenten und damit die Unterscheidung zwischen
aktiven und nicht aktiven Phagozyten. Die dem Implantat anhaftenden, aktiven Phagozyten
weisen apikal ein subplasmalemmales Vimentinband auf, wihrend die inaktiven tber eine
homogene Vimentinverteilung im Zytoplasma aufzeigen. Die starke Akkumulation von
Vimentin innerhalb adhirenter Zelldominen von Makrophagen wurde von Correia und
Mitarbeitern (1999) beschrieben. In diesem Sinne verweist die dominante Vimentinfarbung an
den implantatzugewandten Zytoplasmaanteilen der Riesenzellen auf eine Funktion des

Intermedidrfilamentes bei dem Zell-Implantat-Kontakt.

Aktive Osteoklasten bilden als deutlich polarisierte Zellen einen dem Knochen oder Implantat
zugewandten Resorptionsapparat aus, der aus sealing one und ruffled border besteht (Blair 1998;
Teitelbaum 2000a; Wenisch et al. 2003). Entlang der Knochenoberfliche entsteht damit ein
extrazellulires Kompartiment, in dem zunichst durch H*-Ionen ein niedriger pH-Wert erzeugt
wird. Dies hat die Demineralisierung der anorganischen Knochenmatrix zur Folge und erzeugt
optimale Reaktionsbedingungen fiir proteolytische Enzyme (Dodds 2003). Lysosomale Enzyme
werden, in Vesikel verpackt, zum ruffled border transportiert und in das extrazellulire
Kompartiment sezerniert (Duong und Rodan 1998). Durch ihre Resorptionskapazitit sind
Osteoklasten damit zur Bildung von Resorptionslakunen entlang mineralisierter Oberflachen

befihigt (Athanasou 1996; Wang et al. 1997b; Felsenberg 2001).

In der vorliegenden Untersuchung stellten sich bei den Implantat-assoziierten Zellen keine
osteoklastenspezifischen ultrastrukturellen Zelldominen wie ruffled border und sealing zone dar.
Stattdessen liegen die apikalen Zellmembranen der mehrkernigen Riesenzellen dem Implantat
eng an und zeigen nur seichte Einbuchtungen. Statt der ringférmigen Ausbildungen einer clear
zone, die im transmissionselektronenmikroskopischen Bild in Form von Aktinkondensationen
an den lateralen Anteilen des dem Implantat aufliegenden Zellbereiches zu erkennen ist

(Teitelbaum 2000a; Wenisch et al. 2003), zeigen sich in dieser Untersuchung durchgehende
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apikale  Verdichtungen der Aktinfilamente in unmittelbarer Nachbarschaft der
implantatassoziierten Zellmembranen. Diese Verteilung der Aktinkondensationen werden auch
in Fremdkorperriesenzellen beschrieben, die auf Dimethylsilan-beschichteten Objekttrigern
kultiviert wurden (Anderson et al. 1999). Die in der vorliegenden Studie identifizierten
multinuklearen Phagozyten zeigen tberwiegend eine Polarisierung im Sinne von Riesenzellen
des Langhans-Typs (Cain et al. 1983; Smetana 1987). Die Zellen liegen dabei den
Implantatoberflichen breitflichig auf, wihrend die Zellkerne im basalen Zytoplasma lokalisiert
sind. Schieben sich die Ausliufer dieser Riesenzellen in Spalten des Implantatmaterials, tragen
sie dort sehr wahrscheinlich zur aktiven Fragmentierung bei. Im Zytoplasma der untersuchten
Zellen sind FEinschliisse lokalisiert, deren Inhalt strukturell mit dem Implantatmaterial
Gbereinstimmt. Frei im Granulationsgewebe liegende Zellen vom gleichen Phinotyp
umschlieBen die Partikel mit ihren Ausldufern. Dies verweist auf die Inkorporation von
Fremdmaterial mittels Phagozytose. Die Degradationstechnik von Osteoklasten besteht
hingegen darin, auf dem Substrat aufliegend, ein extrazellulires Lysosom als resorptiven
Reaktionsraum auszubilden, in den nach der Erniedrigung des pH-Werts durch den Einstrom
von H*-Ionen Proteasen sezerniert werden. Anorganische und organische Knochenmatrix
werden durch Siure- und Enzymeinwirkung aufgelést. Einige Untersuchergruppen beschreiben
die Fahigkeit von Osteoklasten zur Phagozytose (Wang et al. 1997a; Wang et al. 1997b;
Heymann et al. 2001; Wenisch et al. 2003), die aber erst nach Ausbildung der bereits genannten

osteoklastenspezifischen Morphologie beobachtet werden konnte.

5.1.3 Zellvermittelter Implantatabbau - Makrophagen und Fremdkérperreaktion

Charakteristischerweise zerfillt die in dieser Studie verwendete HA-Paste nach der
Implantation in runde bis ovoide Partikel verschiedener Grofle. Der Zerfall eines
Implantatstoffes  in  kleine  Fragmente  soll =~ Makrophagen und  mehrkernige
Fremdkorperriesenzellen, mit der daraus folgenden entziindlichen Reaktion, stimulieren
(Spector 1991; Dupraz et al. 1998; Goodman et al. 1998; Gunther et al. 1998). Zechner et al.
(2003) fanden drei Wochen nach der Implantation von HA-beschichteten Dentalimplantaten in
Miniaturschweinen eine Resorption des HA durch mehrkernige Riesenzellen. Diese zellulire
Reaktion verstirkte sich im Beobachtungszeitraum bis zur sechsten Woche post operationem. In
einer 7z vitro-Untersuchung wurde gezeigt, dass partikulirer HA-Debris die Produktion von

proinflammatorischen Zytokinen (Interleukin 1 und 6, Tumor-Nekrose-Faktor-o) in humanen
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Fibroblasten steigert (Ninomiya et al. 2001). Somit konnte ein kausaler Zusammenhang
zwischen HA und der konsekutiven Induktion entziindlicher Reaktionen im umgebenden

Bindegewebe hergestellt werden.

Die Anzahl von degradierenden Zellen scheint maligeblich von der Partikelgrofle des
Implantates bestimmt zu werden. In einer vergleichenden Untersuchung eines injizierbaren
biphasischen (Hydroxylapatit und Trikalziumphosphat) Knochenersatzstoffes mit zwei
unterschiedlichen PartikelgroBen (40-80 um bzw. 200-500 pm) fanden Gauthier et al. (1999) in
der Gruppe mit der kleineren Partikelgr6Be eine signifikant hohere Anzahl von TRAP-
positiven Zellen. Die positive TRAP-Farbung ist ein Indikator fur die Aktivitit des zelluldren
Abbaus (Athanasou 1996). Mit dem nanopartikuliren Charakter des Knochenersatzstoffes
Ostim® kann somit die zahlreiche Prisenz von TRAP-positiven ein- und mehrkernigen

Makrophagen erklirt werden.

Der Entstehung mehrkerniger Riesenzellen durch die Fusion von mononukleiren
Makrophagen soll dariiber hinaus eine saure Umgebung zugrunde liegen (Franklin 1958;
Hernandez et al. 1996). Die Erniedrigung des physiologischen Gewebe-pH-Wertes in den
sauren Bereich kann die Folge einer entziindlichen Gewebereaktion auf das Implantat oder von
pH-Wert-erniedrigenden Komponenten des Implantates an sich sein, die durch Auflésung frei

werden.

Im Tierversuch fiihrt die Implantation von CaP-basierten Knochenzementen in knécherne
Defekte, subkutanes Bindegewebe (Eid et al. 2001) und die Orbitalhéhle von Kaninchen
(Yeatts et al. 2002) zur Rekrutierung von mehrkernigen Riesenzellen zur Implantatoberfliche.
Auch wird der Makrophagen/Riesenzellen-vermittelte Abbau von HA-Keramiken nach
Implantation in den Unterkiefer von Menschen (Schulte und Donath 1991),
Schidelknochendefekte (Dersot et al. 1995), Muskeltaschen und Femurdiaphysen der Ratte
(Rueger et al. 1998), sowie Femurdiaphysen des Schafes (Marcacci et al. 1999) dokumentiert
und als Ausdruck der Fremdkorperreaktion im Verlauf der Entzindungsreaktion interpretiert
(Schulte und Donath 1991). Experimentelle Daten zum Degradationsverhalten eines CaP-
Pulvers (60 % HA + 40 % B-Trikalziumphosphat) (Dupraz et al. 1998) und einer
B-Trikalziumphosphatkeramik (Wiltfang et al. 2003) bestitigen die durch mononukleire
Makrophagen und multinukleire Riesenzellen gekennzeichnete Implantat-induzierte

Entziindungsreaktion.
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Daten tber den zeitlichen Verlauf der Fremdkorperreaktion nach HA-Keramik-Implantation
dokumentieren Entziindungsphasen, die bis zu 14 Tage beim Kaninchen (Yeatts et al. 2002),
bis zu 21 Tage bei der Ratte (Rueger et al. 1998) und bis zum 60. Tag post implantationem beim
Schaf (Marcacci et al. 1999) anhalten. In der vorliegenden Studie konnte am 20. Tag post
implantatione  eine  vom  Implantatmaterial —ausgeloste  zellulire Fremdkorperreaktion

nachgewiesen werden.

Beim Menschen werden sogar noch sechs Monate nach der Implantation einer 3-Trikalzium-

Keramik mehrkernige Riesenzellen am Implantationsort gefunden (Wiltfang et al. 2003).

Der Fahigkeit von Implantatoberflichen zur Adsorption von Proteinen und die Affinitit von
Phagozyten zu diesem Biofilm liegt ebenfalls die Entstehung von Fremdkorperreaktionen
zugrunde (Tang et al. 1996; Jenney und Anderson 2000). Spezifische Oberflichenladungen der
Implantatmaterialien rufen spezifische Reaktionen im Empfingerorganismus hervor, indem sie
die Adsorption bestimmter Proteinmuster dirigieren (Thull 2002). So sind Oberflichen, die von
Willebrand-Faktor in groen Mengen adsorbieren, vor einer langanhaltenden Adhision durch
Makrophagen geschiitzt, wihrend grofle IgG-Konzentrationen auf Implantatoberflichen die
Makrophagenadhision fordern. Die hochste Anzahl von Fremdkoérperriesenzellen befindet sich
auf Implantatoberflichen, die groe Mengen des Proteins Vitronektin adsorbieren (Jenney und
Anderson 2000). Materialoberflichen bestimmen so in Abhingigkeit von dem adsorbierten
Proteinmuster die zellulire Antwort post implantationem. Die gute Anfirbbarkeit des
Knochenersatzstoffes Ostim® im Rahmen der histologischen Untersuchungen ist mit groB3er
Wahrscheinlichkeit auf die Adsorption von Proteinen zurtickzufiihren, die wiederum die

Adhision von Fremdkérperriesenzellen an die Implantatoberfliche férdern kénnen.

Dartiber hinaus sind Mastzellen und deren granulire Inhaltsstoffe, insbesondere Histamin,
wichtige Mediatoren fiir die Rekrutierung von Entziindungszellen zum Ort der Implantation.
So gehen intraperitoneale und subkutane Injektionen eines polyethylenhaltigen Biomaterials in
Miuse mit einer verstirkten Degranulierung von Mastzellen und konsekutiver
Histaminausschuttung in Implantatnihe einher. Mit dem Einsatz der Histaminrezeptor-Blocker
Pyrilamin und Famotidin reduziert sich die Rekrutierung und Adhision von
Monozyten/Makrophagen an der Biomaterialoberfliche um mehr als 30 % im Vergleich zur

Kontrollgruppe (Tang et al. 1998). In der vorliegenden Studie konnten jedoch keine Mastzellen
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identifiziert werden. Diese Zellpopulation scheint in Bezug auf die Induktion der vorliegend

festgestellten Entzindungsreaktion nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Wie die vorliegenden Ergebnisse gezeigt haben, findet sich in den Leerdefekten eine
Defektauffillung mit Granulationsgewebe, in dem weder mononukleire Makrophagen noch
mehrkernige Riesenzellen lokalisiert sind. Im Gegensatz dazu ist in der Gruppe I/PRP- das
Vorhandensein dieser Zellpopulation zu beobachten. Die Induktion einer Fremdkérperreaktion
durch den HA-Knochenersatzstoff Ostim® mit Beteiligung zahlreiche mehrkerniger
Riesenzellen ist somit, unabhingig von der Applikation von PRP, in der vorliegenden

Untersuchung festzustellen.

Der fortschreitende Prozess der zelluliren Degradation von Knochenersatzstoffen auf CaP-
Basis mit Rekrutierung von Makrophagen und deren Fusion zu vielkernigen Riesenzellen kann
zu chronischen entztindlichen Veranderungen fihren (Anderson 1988; Eid et al. 2001). Durch
die kontinuierliche Freisetzung von Implantatfragmenten werden Makrophagen zur Expression
von Zytokinen angeregt, wodurch weitere Makrophagen rekrutiert werden. Auf diese Weise ist
eine andauernde Verstirkung der Fremdkorperreaktion gegeben (Ishiguro et al. 1997; Koerten
und van der Meulen 1999). Bei Implantatmaterialien, die nur sehr langsam abgebaut werden
und bei Prothesen, die dauerhaft im Korper verbleiben sollen, kénnen Fremdkorperreaktionen
zu Implantatverlusten fithren (Soballe und Overgaard 1996; Sun et al. 1998; Sun et al. 1999). Im
vorliegenden Fall dient der nanopartikulire Knochenersatzstoff Ostim® der transienten
Auffillung von Knochendefekten und soll durch koérpereigene Zellen abgebaut sowie von
Knochengewebe ersetzt werden. Die beobachtete zellulire Reaktion auf den
Knochenersatzstoff ist somit erwiinscht und ist mit den Ergebnissen anderer Studien (Spector

1991; Dupraz et al. 1998; Gunther et al. 1998; Zechner et al. 2003) vergleichbar.

5.14 Nicht-zellvermittelte Degradationseffekte am Implantatmaterial

Das Abbauverhalten sowie der Degradationsmodus von Knochenersatzmaterialien werden in
der Literatur duBlerst widerspriichlich geschildert. Lu und Mitarbeiter (2002) verglichen im
Tierversuch das Abbauverhalten von CaP-Keramiken und -Zementen und zeigten, dass sich
gesinterte Keramiken primir in der extrazelluliren Flissigkeit auflosen, wihrend bei den CaP-

Zementen die zellulire Degradation im Vordergrund steht. Fur hydrolytische Vorginge

sprechen auch Befunde nach der Implantation einer HA-Keramik und einer J3-
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Trikalziumphosphatkeramik in die Femura von Kaninchen. Die Abnahme der Implantatmasse
wird auf die Auflésung durch die interstitielle Flussigkeit zurtckgefihrt, da ab der dritten
postoperativen Woche nur wenige Osteoklasten und Makrophagen im Bindegewebe rund um
die Implantate zu erkennen waren (Lu et al. 1998). Vergleichende 7z vivo-Untersuchungen von
zwel Trikalziumphosphatkeramiken (Merten et al. 2000) und einem Hydroxylapatit—Kollagen—
Composit (Du et al. 1998) verweisen dagegen auf die Koexistenz von hydrolytischer Halisterese

und zellulirer Degradation.

Der Ablauf und die Geschwindigkeit der hydrolytischen Prozesse sind stark vom pH-Wert der
Flussigkeit abhingig, die das Implantatmaterial umgibt. So konnte die Degradation der HA-
Beschichtung eines Endoprothesenschaftes experimentell durch die Absenkung des pH-Wertes
in den sauren Bereich beschleunigt werden (Gross et al. 2002). Bell und Mika (1979) zeigten
eine Zunahme der Loslichkeit von HA um das 45fache bei einer Erniedrigung des pH-Wertes
von 7,36 auf 5,19.

Weiterhin bestimmt die chemische Zusammensetzung eines Knochenersatzstoffes dessen
Léslichkeit (Dingeldein und Engart 2004). In einer vergleichenden Untersuchung wurden eine
Hydroxylapatitkeramik und eine Karbonatkeramik in einer definierten Menge essigsaurer
wisstiger Losung und einem pH von 5,0 bei 37 °C inkubiert. Diese Losung erreicht bei der
Karbonatkeramik eine Sittigung mit Ca**-Ionen und anorganischem Phosphat bereits nach
30 Sekunden, wihrend bei der Hydroxylapatitkeramik bis zum Erreichen des Sittigungspunktes
3,8 Tage vergehen (Doi et al. 1998). Die Auflosung von HA-Partikeln im sauren pH-Bereich
erfolgt in zwei Schritten: Ein kurzzeitiger und stark wirkender Initialschritt schreitet einem
zweiten, langandauernden Schritt mit nur noch sehr schwacher Auflésung des Implantats voran

(Bloebaum et al. 1998; Koerten und van der Meulen 1999; Story et al. 1999).

In der vorliegenden Untersuchung stellt sich die Degradation durch eine Auflockerung der
Implantatoberfliche an der Grenze zum Granulationsgewebe dar. Der Substanzverlust ist
unabhingic vom Vorhandensein von Riesenzellen entlang der Implantatoberflichen zu
beobachten. Das Phianomen ist durch das Einwirken der interstitiellen Flissigkeit auf das
Knochenersatzmaterial zu erkliren. Dielert und Mitarbeiter (1988) berichteten von der
Implantation einer Hydroxylapatitkeramik in Femurdiaphysen von Hunden, bei der ein

physiko-chemischer Angriff auf die HA-Keramik beobachtet wurde, der sich in Elution und
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Abbau duflerte. Als Grund hierfiir wurde der Einfluss einer schlecht vaskularisierten Umgebung
mit erniedrigtem pH-Wert auf das in den Lagerknochen eingebrachte Implantat angesehen.
Diese Aussage wird durch Untersuchungen gestiitzt, bei denen eine erhéhte HA-Léslichkeit bei
erniedrigtem pH-Wert gefunden wurde (Bell und Mika 1979). Die grole Oberfliche des
nanopartikuliren Implantatmaterials Ostim® begiinstigt die Degradation durch die
beschriebenen lytischen Krifte, da die Moglichkeit der Interaktionen zwischen Implantat und
Umgebung durch die grofle Angriffsfliche erhéht und die biologische Reaktion dadurch
amplifiziert wird (Eid et al. 2001). Aus diesem Grund muss neben dem zelluliren auch der
physiko-chemische Abbau des Implantatmaterials, der unmittelbar nach dem Einbringen in den
Knochen beginnt, als Degradationsparameter berticksichtigt werden. Untersuchungen zur
Degradation durch interstitielle Fliissigkeiten geben Anlass zur Vermutung, dass die Rate der

Knochenneubildung positiv mit der zunehmenden Auflésung von CaP-Knochenersatzstoffen

korreliert (Ducheyne und Qiu 1999).

Der Zustand des Implantats nach 20 Tagen verweist darauf, dass das Konglomerat aus
Nanopartikeln zunichst in kleine Schollen zerfillt, bevor ein zellulirer Abbau beginnt. Dies
lisst sich daraus ableiten, dass zahlreiche unterschiedlich groBe Implantatschollen im
Granulationsgewebe lokalisiert sind, ohne dass sich abbauende Zellen auf deren Oberfliche
nachweisen lassen. Die relativ groBlen Distanzen zwischen den Implantatpartikeln verweisen auf
eine vorangegangene Degradation des Materials, der physiko-chemische Prozesse zugrunde
liegen. Dieser partielle Abbau fordert die Schaffung von Raum fiir die Migration von Zellen
und die Bildung von Granulationsgewebe (Shi et al. 2002). Diese erwiinschte Wirkung wurde
bei der Herstellung eines injizierbaren keramischen Knochenersatzstoffes erst durch den
Zusatz von Hydroxylpropylmethyl-Zellulose als interpartikulirem Spacer erreicht (Dupraz et al.
1998).

Eine Platzhalterfunktion des Implantats fiir die Knochenneubildung, die im Idealfall in gleicher
Geschwindigkeit ~ wie der Implantatabbau  erfolgt  (Rueger  1998), ist zum
Untersuchungszeitpunkt gegeben. Wie die Ergebnisse zeigen, weist das Implantat trotz groQer
Abstinde zwischen den Schollen eine osteokonduktive Wirkung auf. Dies spiegelt sich in der
Vernetzung einzelner Implantatanteile mit neugebildetem Knochen in Lagerknochennihe

widet.

Das zum Untersuchungszeitpunkt in vielen Priparaten festgestellte Fehlen des
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Implantatmaterials im Zentrum der Knochendefekte konnte sich fiir das weitere Fortschreiten
der Knochendefektheilung als problematisch erweisen. In der Leerdefekt-Gruppe findet sich
hingegen eine vollstindige Auffillung der Defekte durch Granulationsgewebe. Dies legt die
Vermutung nahe, dass durch das Einbringen des Knochenersatzmaterials in die Defekte die
Ausbildung und rdumliche Ausbreitung eines Hidmatoms verhindert wurde. Im Laufe der
Wundheilung wandeln sich Himatome in Granulationsgewebe um (Gtuinther et al. 1998). Das
Ausscheiden des Implantates als Leitschiene fiir die Knochenneubildung und die ausbleibende
Auffillung der Defektzentren mit Ersatzgewebe fihrt mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer

verzogerten Defektheilung.

Das beobachtete Fehlen des Knochenersatzmaterials in den Zentren der Defekte mag auf einen
ungeniigenden Verschluf3 des Knochendefekts zuriickzufiihren sein, der das Eindringen von
Synovialfliissigkeit und die konsekutive Hydrolyse des Implantats zur Folge hatte. Da die
Deckel zum Verschluf3 der Defekte industriell nach Mal} gefertigt wurden, ist der Grund fur die
mégliche Undichtigkeit im Anlegen des Knochendefektes zu vermuten. So fihrt schon eine
leichte Abweichung von der Senkrechten beim Ansetzen des Hohlbohrers zu einem,
makroskopisch nicht wahrnehmbaren, ungentigenden VerschluB3 des Deckels. Durch diesen
Spalt kann dann Flussigkeit, die zusitzlich durch die Gelenkmechanik unter Druck gesetzt wird,
in den Defekt gepresst werden. Daher sollte die Methode im Hinblick auf den vollstindigen
VerschluB des Knochendefektes und somit auf den Schutz des Implantates vor externen
degradierenden FEinfliissen verbessert werden. In der Peripherie der Knochendefekte wurden
die Implantatpartikel vom Lagerknochen ausgehend von Granulationsgewebe umschlossen und

somit vor der Hydrolyse geschiitzt.

5.2 PRP-abhingige Effekte

5.2.1 Methodenaspekte

Die Untersuchung der Wachstumsfaktorenkonzentration zeigt in dieser Studie eine zum Teil
erhebliche Anreicherung von bestimmten Wachstumsfaktoren (Tabelle 5). Es fillt schwer, das
Mal} und damit den Erfolg der Anreicherung anhand anderer Studien zu kontrollieren, da die
Untersuchungen an unterschiedlichen Spezies (Jakse et al. 2003; Yazawa et al. 2003; Choi et al.

2004) und die PRP-Herstellung mit verschiedenen Methoden (Anitua 1999; Dugrillon et al.
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2002; Weibrich et al. 2002; Schlegel et al. 2003) erfolgten. Weiterhin werden haufig nur
Endkonzentrationen einzelner Wachstumsfaktoren angegeben. Diese Angaben lassen keinen
Riickschluss auf den Anreicherungsfaktor zu. In einer Studie zur PRP-Herstellung aus
humanem Blut konnte PDGF im PRP um den Faktor 7,1 und TGF-f1 um den Faktor 6,5
angereichert werden (Yazawa et al. 2003). Die PDGF-Konzentration entspricht damit dem
Konzentrationsfaktor fir PDGF-BB, der in der vorliegenden Studie ermittelt wurde. Die im
Vergleich schwache Anteicherung von TGF-B1 lidsst sich mit speziesspezifischen
Quantititsunterschieden und/oder mit einer wenig spezifischen Reaktion des humanen

Antikorpers gegen das porcine TGF-f 1 erkliren. Eine mogliche Interpretation der fehlenden
Antikérperreaktion fir PDGF-AB im ELISA-Test kann die fehlende Kreuzreaktivitit des
porcinen PRP auf den verwendeten, gegen humanes Antigen gerichteten Antikérper sein.
Antikorper gegen porcines PDGF-AB standen zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht zur

Verfiigung.

Die Menge der thrombozytiren Wachstumsfaktoren im Knochendefekt setzt sich aus den im
Wundhimatom auf natiirlichem Wege freigesetzten und aus den in der Gruppe II/PRP+ mit
dem Knochenersatzstoff hinzugefiigten Wachstumsfaktoren zusammen. Da die GréBe des
Wundhimatoms in jedem Defekt individuellen Schwankungen unterworfen ist, lassen sich bei
den Individuen einer Versuchsgruppe keine standardisierte Versuchsbedingungen herstellen.
Dartber hinaus werden durch osteolytische Prozesse am Defektrand und durch Degradation
von Bohrmehl unterschiedliche Quantititen lokaler Wachstumsfaktoren aus der organischen

Knochenmatrix freigesetzt (Cornell und Lane 1992).

5.2.2 Einfluss von PRP auf den zellvermittelten Implantatabbau

Da der Zusatz von PRP den wesentlichen methodologischen Unterschied zwischen beiden
Versuchstiergruppen darstellt, ldsst sich damit das vermehrte Auftreten von Makrophagen im
Granulationsgewebe um die Implantatpartikel bei der Gruppe II/PRP+ erkliren. Ein
durchgefiihrter Wilcoxon-Rangsummentest zeigt einen hoch signifikanten Einflu} des Faktors

PRP auf die GroBBe TRAP-positiver Areale in den Priparaten.

Bei der Untersuchung des Einflusses von PRP auf den zellvermittelten Abbau des
Knochenersatzstoffes Ostim® ist eine deutlich gréflere Anzahl von Fremdkorperriesenzellen in

der PRP-Gruppe augenfillig. Die computergestitzte Quantifizierung der Flichenausdehnungen
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der TRAP-positiven Areale in den Priparaten der Gruppen I/PRP- und II/PRP+ ergibt eine
Erhohung der Ausdehnung in Gruppe II/PRP+ um den Faktor 2. Da sich die ZellgroBie
TRAP-positiver Riesenzellen in Gruppe I und II nicht unterscheidet, verweist das Ergebnis auf

eine erthohte Anzahl dieser Zellen in Gruppe 11 /PRP+.

Die aktivierende Wirkung einzelner Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGF-B auf die
Reifung und Chemotaxis von Makrophagen ist detailreich dokumentiert (Lee 2000; Sanchez et
al. 2003). PDGF-BB und TGF-B1 konnten im PRP, das fiir die vorliegende Untersuchung
verwendet wurde, unterschiedlich stark konzentriert werden. Vor allem die Anreicherung von
PDGF-BB um den Faktor 7,1 kénnte fiir die erhohte Anzahl von Makrophagen und
Fremdkorpertiesenzellen in der Gruppe II/PRP+ verantwortlich sein. Dieser Effekt ist sowohl
durch die direkte Wirkung von PDGF auf die Makrophagen, als auch durch seine aktivierende
Wirkung auf andere thrombozytire Wachstumsfaktoren erklirbar (Yazawa et al. 2003). Daten
tber bFGF-vermittelte Aktivierung der Fremdkorperreaktionen zz vivo liegen derzeit nicht vor.
Insofern ist bFGF als auslosender Faktor der beobachteten Fremdkorperreaktion cher
auszuschlieBen. Dennoch darf die Wirkung der einzelnen Wachstumsfaktoren nicht isoliert

beurteilt werden, weil deren vielfiltige Interaktionen sonst aufler Acht gelassen wiirden

(Sanchez et al. 2003).

Es ist dariiber hinaus zu beachten, dass es sich bei dem verwendeten Thrombozytenkonzentrat
um ein homologes Konzentrat handelt. Der Einsatz von homologem PRP war notwendig, um
eine optimale Vergleichbarkeit der Untersuchungsergebnisse zu gewihtleisten, da bei autologer
Anwendung die Quantititen thrombozytirer Wachstumsfaktoren bei allen Versuchstieren der
Gruppe II/PRP+ unterschiedlich gewesen wiren. Die anerkannte Definition besagt jedoch,
dass PRP, das zur Beschleunigung der Knochenneubildung eingesetzt wird, eine autologe
Zubereitung ist (Sanchez et al. 2003; Marx 2004). Homologe Zubereitungen kénnen im
Empfingerorganismus Immunreaktionen auslésen (Marx 2004), die sich in dem vermehrten
Auftreten von Entziindungszellen und inflammatorischer Zeichen zeigen. Im unglinstigsten
Fall kann eine solche Reaktion zu einer Verzégerung der Defektheilung fihren. In der
vorliegenden Untersuchung kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die stirker zu
beobachtende Fremdkorperreaktion in der PRP-Gruppe auf den Einsatz homologer
thrombozytirer Wachstumsfaktoren zurickzufithren ist. Wiltfang und Mitarbeiter (2003)

implantierten humanen Patienten einen TCP-Keramik-Knochenersatzstoff in Verbindung mit
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autologem PRP. In Knochenbiopsien, die sechs Monate nach der Implantation entnommen
wurden, war in der PRP-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine grof3ere Anzahl von
mehrkernigen Riesenzellen augenfillig. Dass auch beim Einsatz von autologem PRP héhere
Quantititen von vielkernigen Phagozyten im Granulationsgewebe rund um CaP-
Knochenersatzstoffe zu beobachten sind, spricht fiir PRP-abhingige Effekte auf die
Proliferation und Migration von Makrophagen durch die exogen applizierten autologen

Wachstumsfaktoren.

5.2.3 Schlussfolgerungen

Zum Untersuchungszeitpunkt zeigen sich starke Degradationerscheinungen des implantierten
Materials, die sowohl durch physiko-chemische als auch durch zellulire Einwirkungen
entstanden sind. Auf zellulirer Ebene wird der Implantatabbau von mononukleiren
Makrophagen und mehrkernigen Fremdkoérperriesenzellen vermittelt. Die in der Gruppe
II/PRP+ signifikant héhere Anzahl von phagozytierenden Zellen ist auf die Substitution von

thrombozytiren Wachstumsfaktoren zuriickzufithren.

Durch die grole Anzahl von Fremdkorperriesenzellen in den Knochendefekten der Gruppe
II/PRP+ bietet sich hier das Bild einer massiven Fremdkorperreaktion. Zum
Untersuchungszeitpunkt kann eine Beeintrichtigung der Defektheilung im weiteren
Heilungsverlauf nicht ausgeschlossen werden. Obwohl die schnelle Degradation des Implantats
die Fremdkorperreaktion zeitlich limitiert, kann die Kinetik einer solchen Reaktion nicht
vorausgesagt werden. Eine Amplifizierung der Reaktion ist in beiden Ostim®-Gruppen durch
die fortschreitende Fragmentierung des Implantats zu erwarten. Es ist davon auszugehen, dass
die im Defektbereich lokalisierten Makrophagen durch Zytokinausschiittung weitere
Makrophagen rekrutieren werden. Aus diesem Grund wird die Fremdkorperreaktion unter

Umstanden noch weiter verstirkt werden.

Der klinische Wert der Anwendung von autologem und homologem PRP ist aufgrund der
starken Fremdkorperreaktion und vor dem Hintergrund der Aussage, dass sich die Wirkung

von PRP weder voraussagen noch steuern lisst (Sanchez et al. 2003), kritisch zu beurteilen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden tierexperimentellen Studie am Miniaturschwein war es, den Einfluss von
plattchenreichem Plasma (PRP) auf den =zellvermittelten Abbau eines nanopartikuliren

Hydroxylapatits (HA) in der Frihphase der Knochendefektheilung zu untersuchen.

Hierzu wurden 26 minnliche Miniaturschweine der Rasse Mini-Lewe in drei Versuchsgruppen
eingeteilt und jeweils ein standardisierter Knochendefekt in der Intercondylarregion des rechten
Femurs angelegt. Die Defekte wurden entweder mit dem Knochenersatzstoff (Gruppe 1/PRP-,
n = 11) oder dem Knochenersatzstoff kombiniert mit PRP (Gruppe II/PRP+, n = 11) befillt.
In einer Kontrollgruppe (n = 4) bliecben die Defekte unbefillt. Wihrend der
Implantationsoperation wurden bei sechs Tieren jeweils 250 ml Vollblut enthommen, aus dem
anschlieBend durch fraktionierte Zentrifugation plittchenreiches Plasma gewonnen wurde. Die
enthaltenen Thrombozyten wurden durch den Zusatz von Thrombin und Kalziumglukonat zur
Degranulation angeregt, wodurch die enthaltenen Wachstumsfaktoren aus den o-Granula
freigesetzt wurden. Zu diesen Wachstumsfaktoren gehoren Platelet Derived Growth Factor AB und
BB (PDGF AB, BB), Transforming Growth Factor § 1 (TGF 1), 1 ascular Endothelial Growth Factor
(VEGY) wund basic Fibroblast Growth Factor (bFGF). Die Konzentration der genannten
Wachstumsfaktoren wurde mit Hilfe der ELISA-Technik bestimmt. Sie lagen zwischen
Faktor 1,6 fir TGF-f1 und Faktor 24,4 fir bFGF. 20 Tage post operationem fand die

Explantation der operierten distalen Femura statt.

Zur lichtmikroskopischen Untersuchung fanden die Knochen-Implantat-Proben Eingang in
unterschiedliche Techniken der Einbettung (Paraffin-; Kunststoffeinbettungen), Priparation
(Paraffinschnitte, Kunststoffschnitte und Schliffpriparationen), Firbung (Toluidinblau,
Haematoxylin-Eosin, Safranin) und Histochemie (Enzym-, Immunhistochemie). Dartber
hinaus wurden transmissionselektronenmikroskopische und computergestitzte

histomorphometrische Untersuchungen durchgefiihrt.

Wie die Ergebnisse der Licht- und Transmissionselektronenmikroskopie aufgezeigt haben,
erfolgt in den mit Knochenersatzmaterial behandelten Versuchsgruppen, unabhingig von der
PRP-Applikation, die HA-Degradation hydrolytisch und Makrophagen-vermittelt. Die
Makrophagen-Population wird durch Riesenzellen vom Langhans-Typ reprisentiert. Diese

polarisierten  Polykaryen adhirieren tber ihre apikale Membrandomine an den
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Implantatoberflichen. Das subplasmalemmale Zytoplasma ist immunhistochemisch durch
Vimentin-Kondensationen gekennzeichnet. Nicht-adhidrente, frei im Granulationsgewebe
lokalisierte Polykaryen zeigen dagegen ein homogenes Vimentin-Verteilungsmuster im
Zytoplasma. Der zellulire Abbau des HA erfolgt mittels Phagozytose, indem die Polykaryen
den ,,Fremdkorper® mit pseudopodienartigen Zytoplasmaauslaufern umschlieBen und in ihr
Zytoplasma inkorporieren. Diese Art der Degradation wird durch den post implantationem
stattfindenden Zerfall des Knochenersatzmaterials in zahlreiche kleine Partikel unterstiitzt. Die
hieraus resultierende VergroBerung der Implantatoberfliche bietet einer Vielzahl von Zellen die
Moéglichkeit  zur  Haftung.  Die  festgestellten  Expressionsmuster des  CD44-
Membranglykoproteins verweisen auf dessen funktionelle Rolle im Rahmen der Fusion
mononukledrer Makrophagen zu multinukledren Riesenzellen. Die dariiber hinaus beobachtete
Umverteilung von CD44 von der apikalen zur basalen Membrandomine bei Implantat-
assoziierten Polykaryen ist als transientes Geschehen im Zuge der Adhidsion zu interpretieren.
Der hohe Aktivititsstatus der adhdrenten Polykaryen ist immunhistochemisch durch eine

intensive Kathepsin K-Expression gekennzeichnet.

Die vergleichende histomorphometrische Auswertung der mit HA aufgefillten Defekte
dokumentiert eine Verdopplung der Anzahl von Polykaryen in der Gruppe
,Knochenersatzstoff mit PRP“. Ein auf Basis der Messergebnisse durchgefithrter Wilcoxon-
Rangsummentest verweist auf den hochsignifikanten Einfluss (p < 0,01) des Faktors PRP auf
die Ausdehnung Tartrat-resistenter saurer Phosphatase-positiver Areale in den Priparaten.
Diese Effekte kénnen sowohl auf den im PRP angereicherten Wachstumsfaktoren als auch auf

dem homologen Charakter der PRP-Zubereitung beruhen.

Die beobachteten Polykaryen — sogenannte ,Fremdkoérperriesenzellen® — sind auch immer
Indikatoren einer stattfindenden Entziindungsreaktion. Die histomorphometrisch dargestellte,
deutlich verstirkte Fremdkorperreaktion in Gruppe II/PRP+ kann auf die PRP-Applikation
zurickgefihrt werden. Im weiteren Heilungsverlauf kann dies zu einer Verzégerung der

knochernen Konsolidierung der Defekte fiihren.
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7 SUMMARY

Aim of the current experimental study in Minipigs was to examine the effects of homologous
platelet-rich plasma (PRP) on the cell-mediated degradation of a nanoparticulate hydroxyapatite

(HA) during the early phase of bone defect healing.

Twenty-six male “Lewe” minipigs were divided into three groups. Standardized bone defects
were created in the intercondylar region of the right femur of each pig and were filled with HA
(Group I/PRP-, n = 11) or HA + PRP (Group II/PRP+, n = 11). The defects of the control
group (n = 4) were left empty. During the implantation procedure blood was drawn from six
minipigs (250 ml each). PRP was isolated from these blood samples after several centrifugation
steps. After the addition of thrombin and calcium gluconate growth factors were released from
the a-granules of the thrombocytes which were enriched within the PRP. Some of these growth
tactors are Platelet Derived Growth Factor AB and BB (PDGFE AB, BB), Transforming Growth Factor
£ 1 (YGF Bi), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) and basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF). The level of enrichment of these growth factors was controlled by the ELISA
technique. Growth factor enrichment within the PRP ranged from 1.6 fold (TGF-31) to 24.4
fold (bFGF). After 20 days the treated distal femura were explanted.

For light microscopical examination different tissue embedding methods (paraffine, plastic,
resin), sectioning techniques (paraffine sections, plastic and resin sections, sawing and grinding
sections), staining procedures (toluidine blue, hematoxylin eosin, safranin) and histochemical
methods (enzyme- and immunohistochemistry) were performed. Additionally transmission

electron microscopy and computer-assisted histomorphometry were used.

The results of light microscopy and transmission electron microscopy showed that regardless of
the addition of PRP, the HA is degraded by hydrolysis and macrophages. The population of
macrophages consists of Langhans-type giant cells. The adhesion of the polarized polykaryons
at the surfaces of the implant is mediated by the apical domain of the plasmamembranes.
Vimentin condensations of the cytoplasm are attached to the apical plasmalemma. In contrast,
non-adherent polykaryons of the granulation tissue reveal a homogeneous Vimentin

distribution pattern within their cytoplasma.

As shown ultrastructurally, the implant is degraded by means of phagocytosis. The implant
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particles are encircled by pseudopodia of the polykaryons and become incorporated into the
cytoplasma. The degradation process is supported by disintegration of the bone substitute into
numerous small particles after implantation. This disintegration causes enlargement of the

implant surface and increases the probability of phagocyte adhesion.

The pattern of CDD44 expression points towards a functional role of the molecule during fusion
of mononucleated macrophages into multinucleated giant cells. Implant-associated polykaryons
show CD44 immunoreactivity only along the basal domains of the cytomembrane. This pattern
can be interpreted as a temporal event during adhesion. Adherent polykaryons are further

characterized by strong cathepsin K expression.

The histomorphometric examination demonstrates twice as much foreign body giant cells in
“Group II/PRP+” as in “Group I/PRP-“. Based on these results, a Wilcoxon-signed-rank test
was performed and a highly significant effect (p < 0.01) of PRP on the expansion of tartrate
resistent acid phophatase (TRAP)-positive areas within bone defects could be demonstrated.

This effect could be a result of the substution of PRP or of its homologous character.

The polykaryons descibed in this work - so-called Foreign Body Giant Cells - are also indicators of
inflammation. The enhanced cellular reaction observed in Group II/PRP+ must be interpreted
as a strong foreign body reaction, triggered by the addition of PRP. It cannot be excluded that

the strong inflammation reaction will lead to delayed bone formation in the course of healing.
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9 ANHANG

Tabelle A: Quantifizierung der TRAP-positiven Fliachenanteile Gruppe 1/PRP-

Messfeld Tiernt.
1 2 3 4 5 6 7 8

1 1,9766  3,6337 55551 17,4031 28646  8,4684  0,4968 29516
2 1,0831 44462 10,3426 13,6634 55259  3,6253  1,1663  3,7709
3 2,1965  2,6726 25583  5,1019 50877 14,3124 04746 11,7318
4 8,5375  2,5003  4,6104 34227 71072 50899  0,6188  4,3942
5 2,8957 27611  8,1496  6,5586  6,6013  4,8173 02774  3,8919
6 6,4571  1,8493 41778 27939 83842 52037 0,7648  0,8085
7 2,7558  1,4147  4,6316  0,6107 35524 88965  1,2247  3,4104
8 3,0011  0,6701  4,6639 29116 48436  7,1246  0,4915  1,8839
9 1,1159  1,5112  2,6201  0,0974 571461  9,0622  2,0642  0,9975
10 2,1331 27865  3,9428  3,7546  3,0184 10,0479  1,4239 25149
11 0,7512  3,4397  2,1695 5,0445 6,2574  6,0719 10,1314  3,4537
12 1,9504 44645 3,0558 39756  3,4989  3,6515 < 1,9641 54104
13 0,7293  0,6736 60,1131 59803  3,6023  1,7907  3,9534
14 0,4179  3,2621 8,4301  4,4997  4,6191  6,1179  4,1486
15 2,6275  4,8327 7,2572 40068  2,8779  3,3448
16 32418  4,5709 12,1201  2,8772
17 29621  2,5583 5,6856  5,4842
18 1,4794 58139 25249
19 3,8384 3,3491
20 5,6964
21 46182
22 2,9779
23 7,7105

Mittel 2,6372  2,8087  4,7065 57058 53083  6,7900 29184 31111

Darstellung der Messwerte in % pro Gesamtfliche
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Tabelle B: Quantifizierung der TRAP-positiven Flichenanteile Gruppe II/PRP+

Messteld Tiernt.
9 10 1 12 13 14 15 16

1 15,5935 11,6129  1,1475 40641 14,0619 12,4891  3,1691  3,4653
2 12,7441 12,5641 29295  8,7713 27,3423 11,6636  2,7142  2,6388
3 12,4527 52944  1,8849  8,4729 94758 06,5764 32763  7,1062
4 13,4908  3,9962  3,5935 3,1933 17,6527 10,3474  1,8717  2,4684
5 11,5396 3,38906 88,8226  3,2223 10,4127  6,3133  2,7024 06,7851
6 15,9399 06,9851 10,2526 13,3636  4,3707  1,4038  0,6371  8,1613
7 14,7719 8,5596 11,9818  4,2035  3,5625 22809  1,3959  7,0369
8 11,2741 7,0281 14,1068  5,2324  6,9145 19981  8,6668  4,5272
9 13,3047  5,1241 15,1492 45914  6,5788  3,6871  1,9626  3,0792
10 14,4008  5,4295 57001 06,7185  6,2071 33086  2,3044 72877
11 16,7863  6,7833 11,7623 24789  0,8189 28776  6,7879 11,6675
12 7,3297 49295  4,6060  3,8881  1,0459 10,4765  7,4646  9,6504
13 11,3937 10,1274 1,7306  0,9492 06,1107 11,0262  6,1038
14 7,0254  9,5586 54405  5,7853  7,7788  9,9453  8,8563
15 10,7454 11,7097 3,8912  0,8306 10,0035 21,5022 11,2071
16 21,0671 18,2733 8,4315  0,3431  7,6649 15,4687 12,5881
17 22,8511 14,2434 9,0051  0,3499  8,5574 11,8351 10,1065
18 31,9406  8,1387 11,1528  5,0661  9,5162  9,7629 13,0925
19 21,6459 12,2551 9,4121  3,6423  6,9628 27,7194 10,0089
20 8,8241 3,8831 44201 13,9133 322164 13,8898
21 9,1601 3,5583  3,8894 11,3028 26,4128
22 10,1582 49878 50451 17,9964
23 8,8386 11,5273 22,0063  6,0513
24 9,1888 19,6257 12,2255

Mittel 15,0683  8,8254  7,6614  6,2671  7,5165  7,5628  9,9449 79864

Darstellung der Messwerte in % pro Gesamtfliche
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