VERGLEICHENDE MORPHOLOGISCHE
UNTERSUCHUNGEN AM TIBIABOHRLOCHMODELL
DES SCHAFES ZUR FREMDKORPERREAKTION NACH

IMPLANTATION VON CALCIUMPHOSPHAT-BASIERTEN
KNOCHENERSATZSTOFFEN

TASSILO GRAF VON PUCKLER VON SCHWICHOW

INAUGURAL-DISSERTATION zur Erlangung des Grades eines Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat Gieen

A o
m VvVB LAUFERSWEILERLAG




Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2011

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1* Edition 2011

© 2011 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

it i
VVB LAUFERSWEILER VERLA

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Aus dem Klinikum Veterindrmedizin
Klinik fur Kleintiere, Chirurgie

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Betreuerin: Prof. Dr. Sabine Wenisch

Vergleichende morphologische Untersuchungen
am Tibiabohrlochmodell des Schafes
zur Fremdkorperreaktion nach Implantation von

Calciumphosphat-basierten Knochenersatzstoffen

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterinarmedizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Eingereicht von
Tassilo Graf von Piickler von Schwichow

Tierarzt aus Koln

Giessen 2011



Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterinarmedizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Dekan: Prof. Dr. Martin Kramer

Gutachter /-in: Prof. Dr. Sabine Wenisch

Prof. Dr. Manfred Reinacher

Tag der Disputation: 11.07.2011



Meiner Familie






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ADDIAUNGSVEIZEICNNIS ... v
TaAD I ENVEIZEICNIS ...t Vi
ADKUIZUNGSVEIZEICNIS ..t s Vi
L BN UNIUNG oo 1
2 LiteraturlbDerSICRT ... ..o ittt 3
2.1 Knochenersatzmaterialien ... 3
2.1.1  AUtologer KNOCNENEISALZ........uuiiiii s 3
2.1.2  Allogener KNOCENEISALZ ..........uuuuiiiii s 6
2.1.3  XENOGIATT .. 7
2.1.4  KNOCNENEISAIZSIOME .......uuiiiii s 8
2.2 FremdKOrperrEaktioN ....... i e e e e e e e 14
2.3 KNochenstoffWeCNSEl ..........ooviii e 23
24 FA = 1= (=1 0T o T 28
3 Material UNd MEthOTE ........oiiiiiiiiii e 30
3.1 VEISUCNSTIEIE oot 30
3.2 VersSUCNSAUTDAU ... 30
3.2.1  KnochenersatZmateriali®N............cooiiiiiiiiiiieeee e 31
3.3 (@ oT=T = 1101 4 L= o [P 32
3.3.1  OP-VOIDEIEIUNG ....ccvviiiei e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaanaans 32
3.3.2  INAIKOSE ...ttt 32
3.3.3 IMplantatioNS-OPEratiON...........uuuiiiiii e e e e 32
3.3.4 Postoperative NaChSOIQE .........uuuiiiiii e e 33

3.3.5  EXplantations-Operation............ceiiiiieeiiiiiie e 33



Inhaltsverzeichnis

3.4 Bearbeitung der Proben fur die Lichtmikroskopie ..........cccccooiiiiiiiiis 34
I A o 151 0] 0o 1P P PP PPPPPPPPPPPPI 34
3.4.1.1 Trenn-DUNNSchliff-TECNNIK ... 34
3.4.1.2 Paraffin-TECHNIK ... 38
3.4.1.3  SemidUNNSCRNITIE . .. ... 40
3.4.2 Histochemische MethOUEN ...........ovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 41
3.4.2.1 EnzymhiStoChemie - TRAP ... 41
3.4.2.2  IMMUNNISTOCNEIMIE ... 41

3.5 LichtmikroskopiSChe AUSWEITUNG ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 44
A ErQEDNISSE i 45
4.1 RV ] U o] g B3 1= = S 45
4.2 AUSWETrtUNGSGIrUNAIAgE ....ccooiiiiiiiiii e 45
4.3 T VT o] oL M I O A=Y o 1= o | 46
o T R 1151 (o] (o o 1= USRS 46
4.3.2 IMMUNNISTOCNEIMIE ..ot 51
4.3.2. 1 CDBB... .ot 51
4.3.2.2 CDAA ...t 54
4.3.3 Enzymhistochemie - TRAP ... e e e 56
4.3.4  Zusammenfassung Gruppe |: TCP ... e 58
4.4 Gruppe Il: CaP-Granulat (Calcibon® Granules) ........ccccooeoveoeeceeeeeeeeeeeeee e 59
o R o 1151 (o] (o o 1SRN 59
4.4.2  IMMUNNISTOCNEIMIE ..ot 64
4421 CD B8ttt e s 64
Q.A.2.2 CD 44 .. e 67
4.4.2.3 Doppelinkubation CD44 — CDB8 ............ccuuiiiiiiieeieceeiee e e e 68
4.4.3 Enzymhistochemie - TRAP ...t e e 69

4.4.4 Zusammenfassung der Gruppe Il: CaP-Granulat............cccooovieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiies 71



Inhaltsverzeichnis

4.5 Gruppe lll: Calciumphosphat-Zement + Phosphoserin ........ccccccceiviiiiiiiiiienneen, 73
451 HISIOIOQIE ... oo 73
4.5.2  IMMUNNISTOCNEIMIE ... .t e e e et es 77

0 N O I T PSPPI 78
N O I PP 80
4.5.3 Enzymhistochemie - TRAP ... 81
4.5.4 Zusammenfassung der Gruppe Illl: CaP-Zement + Phosphoserin.............ccccc...... 82

4.6 Gruppe [V: Leerdefekie ...oooviiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee et 84
4.6.1  HISIOIOGIE .. ..o 84
4.6.2  IMMUNNISTOCNEMIE ... .ot e e e e e e et es 86

T O O 1 PP PPPPPPPPPPPP 86
A.6.2.2 CD 44 .ottt t—t— ittt —————————————————————————————————————— 87
4.6.3 Enzymhistochemie - TRAP ... 88
4.6.4 Zusammenfassung der Gruppe IV: Leerdefekte........cccooeveeiiiiiiiiiiiiiiiiee, 88

4.7  Vergleichende BeUrteilung .........ovuiiiiiiiiiiiies e 89

I B 1= QU 111 o ] o PP PPPPPPPPPPPP 93

5.1  Tier-und Operationsmodell............iiiiiiiiiiii e 93

5.2 CaP-basierte Werkstoffe . ... e 94

5.3 Zellnachweis und -identifiZierUng .....ccooooeiiiiiiiiii e, 95

5.4 Fremdkorperreaktion als Indikator der Biokompatibilitat .............ccccoooeeeiiiinnnnnnnn. 98

5.4 Einfluss der ApplikationSfOrm.......cccooiiiiiiiii e 107

6 ZUSAMMENTASSUNG ..uiii i e e e e e e e e e et e e e e e e e e ea bbb e e aeeaeann 112

A S YU | 0 1 = Y 115

I ) (= =\ A R VL= w4 <t (o] L LT 117



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21.:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:

Abbildung 26:

Ablauf der Entziindungs- und Heilungskaskade.....................c.ooeee. 16
Entwicklungsstadien zirkulierender Monozyten................cooooiiienn. 17
Schema Knochenstoffwechsel..............ooooiiiiii 24
Mechanismus der Knochenresorption durch Osteoklasten.................. 26
OP-Situs nach Entnahme des Knochenzylinder..................cccooiiiini. 33
OP-Situs nach Implantation des CaP-Granulates.............................. 33
Schematische Einteilung des Defektes. ..., 45
TCP: Dunnschliff, Toluidinblau............ooooiiii e, 46
TCP: Semidunnschnitt, Toluidinblau-Safranin O.................cone. 47
TCP: Paraffin-Schnitt, HE. ... ... 48
TCP: Paraffin-Schnitt, HE. ..., 49
TCP: Paraffin-Schnitt, HE ... ..o, 49
TCP: Paraffin-Schnitt, HE ... ..o e, 50
TCP: Semidinnschnitt, Toluidinblau-Safranin O.................c.oooie. 50
TCP: Immunhistochemie CD68, Gegenfarbung mit Hamatoxylin.......... 52
TCP: Immunhistochemie CD68, Gegenfarbung mit Hamatoxylin.......... 53
TCP: Immunhistochemie CD68, Gegenfarbung mit Hamatoxylin.......... 53
TCP: Immunhistochemie CD44, Gegenfarbung mit Hamatoxylin.......... 55
TCP: Immunhistochemie CD44, Gegenfarbung mit Hamatoxylin.......... 55
TCP: Enzymhistochemie TRAP, Gegenfarbung mit Hamatoxylin.......... 56
TCP: Enzymhistochemie TRAP, Gegenfarbung mit Hamatoxylin.......... 57
TCP: Enzymhistochemie TRAP, Gegenfarbung mit Hamatoxylin.......... 57
CaP: DUnnschliff, Toluidinblau.........coooo i, 59
CaP: Paraffin-Schnitt, HE ..o e 60
CaP: Paraffin-Schnitt, HE ..., 61
CaP: Paraffin-Schnitt, HE ... 62



Abbildung 27:
Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:
Abbildung 31:

Abbildung 32:

Abbildung 33:
Abbildung 34:
Abbildung 35:
Abbildung 36:
Abbildung 37:
Abbildung 38:
Abbildung 39:
Abbildung 40:
Abbildung 41.:
Abbildung 42:
Abbildung 43:
Abbildung 44:
Abbildung 45:
Abbildung 46:
Abbildung 47:
Abbildung 48:
Abbildung 49:
Abbildung 50:
Abbildung 51.:

Abbildung 52:

Abbildungsverzeichnis

CaP: Semidunnschnitt, Toluidinblau-Safranin O..........cccccccoiiiiiiiiinnnnn. 63
CaP: Immunhistochemie CD68, Gegenfarbung mit Hamatoxylin........... 65
CaP: Immunhistochemie CD68, Gegenfarbung mit Hamatoxylin.......... 66
CaP: Immunhistochemie CD68, Gegenfarbung mit Hamatoxylin............ 66
CaP: Immunhistochemie CD44, Gegenfarbung mit Hamatoxylin.......... 67

CaP: Immunhistochemie Doppelinkubation CD68 + CD44, Gegen-

farbung mit Hamatoxylin...... ... 68
CaP: Enzymhistochemie TRAP, Gegenfarbung Hamatoxylin.............. 69
CaP: Enzymhistochemie TRAP, Gegenfarbung Hamatoxylin.............. 70
CaP: Enzymhistochemie TRAP, Gegenfarbung Hamatoxylin.............. 71
CaP-PS: Dunnschliff, Toluidinblau..............ccoooiiiii e 73
CaP-PS: Paraffin-Schnitt, HE.............ccooiii e 74
CaP-PS: Semi-Dunnschnitt, Toluidinblau-Safranin O............cccceeeeeiene 76
CaP-PS: Semi-Dinnschnitt, Toluidinblau-Safranin O........................ 77
CaP-PS: Semi-Dunnschnitt, Toluidinblau-Safranin O..............cccccceene 77
CaP-PS: Dunnschliff (T9100), HE.........coiiiii e 78
CaP-PS: Immunhistochemie CD68, Gegenfarbung mit Hamatoxylin..... 79
CaP-PS: Immunhistochemie CD68, Gegenfarbung mit Hamatoxylin..... 79
CaP-PS: Immunhistochemie CD44, Gegenfarbung mit Hamatoxylin..... 80
CaP-PS: Enzymhistochemie TRAP, Gegenfarbung Hamatoxylin.......... 81
CaP-PS: Enzymhistochemie TRAP, Gegenfarbung Hamatoxylin......... 82
Leerdefekt: DUnnschliff, Toluidinblau..........cccoovvviiie e 84
Leerdefekt: Paraffin-SChnitt, HE..........ocouuiiiieieee e ee s 85
Leerdefekt: Immunhistochemie CD68, Gegenfarbung Hamatoxylin....... 86
Leerdefekt: Immunhistochemie CD44, Gegenfarbung Hamatoxylin....... 87
Leerdefekt: Immunhistochemie CD44, Gegenfarbung Hamatoxylin....... 87

Leerdefekt: Enzymhistochemie TRAP, Gegenfarbung Hamatoxylin....... 88



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Klassifikation von Knochenersatzmaterialien.................................... 10
Tabelle 2: Markervergleich/-Ubersicht Osteoklast/Riesenzelle............................ 28
Tabelle 3: Entziindungszellen und deren raumliche Verteilungsmuster................ 93

Tabelle 4: Defektfullung, Ausmald der Osteogenese und Fremdkdrperreaktion...... 93



°C

pum

pl
Abb.
ABC
APAAP
BDGF
bFGF
BK
BM
BMP
BPO
BSA
BSP
ca.
CaP
CD
Coll-l
CPC
CTR
DAB
DBM
DC-STAMP
DM
DP
Dz

EDTA

Abklrzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

Grad Celsius

Mikrometer

Mikroliter

Abbildung
Avidin-Biotin-Complex
Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase
Bone derived Growth Factor
basic Fibroblast Growth Factor
Bohrkante

Bohrmehl

Bone Morphogenetic Protein
Dibenzoylperoxid

Bovines Serumalbumin

Bone Sialoprotein

circa

Calcium-Phosphat

Cluster of Differentiation
Kollagen Typ |
Calciumphosphat-Zement
Calcitonin-Rezeptor
3,3"-Diaminobenzidin
Demineralisierte Knochenmatrix
Dendritic Cell-Specific Transmembrane Protein
Defektmitte

Defektperipherie

Defektzentrum

Ethylendiamintetraessigsaure



FKRZ

G-CSF

GM-CSF

HA
HE
ICD

IGF-1

mMAK
mbar
MCP-1
M-CSF
MFR
min
MIP-1a/-1B
ml

mm
MPa
NF-kB

OB

Abklrzungsverzeichnis

Fremdkorperriesenzellen

Gramm

Granulocyte-Colony stimulating Factor
Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor
Stunde

Hydroxylapatit

Hamatoxylin-Eosin

Intrazellulare Doméane

Insulin-like growth factor-1
Immunglobulin G

Interleukin

Implantatpartikel

Kilogramm

Knochenlager

Lagerknochen

Molar

monoklonaler Antikdrper

Millibar

Monocyte Chemoattractant Protein 1
Macrophage-Colony Stimulating Factor
Macrophage Fusion Receptor

Minute

Macrophage Inflammatory Protein-1a/18
Milliliter

Millimeter

Megapascal

Nuklear Factor-«kB

Osteoblasten



Abklrzungsverzeichnis

Ol Osteoid

OPG Osteoprotegerin

OPN Osteopontin

0z Osteozyten

PAP Peroxidase-Antiperoxidase

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PF4 Platelet Factor 4

PFA Paraformaldehyd

pHA prazipitiertes Hydroxylapatit

p.i. post implantationem

PS Phosphoserin

PTH Parathormon

RANK Receptor Activator of Nuklear Factor-«B

RANKL Receptor Activator of Nuklear Factor-«kB-Ligand

RANTES Regulated upon Activation Normal T-cell Expressed and presumably
Secreted

RGD Arginin-Glycin-Aspartat-Sequenz

SIRPa Signal Regulatory Protein a

S. 0. siehe oben

TBS Tris-Buffered Solution

TCP Tricalcium-Phosphat

TGFB Transforming Growth Factor 8

TNFa Tumor Necrosis Factor o

TRAP Tartrat-resistente saure Phosphatase

u. a. unter anderem

vgl. vergleiche

VNR Vitronectin-Rezeptor

wt% weight percent






Einfuhrung

1 Einfihrung

Kndcherne Defekte kritischer GroRe, wie sie traumatisch, nach Tumor-Resektion,
periprothetisch oder angeboren entstehen, konnen in der Regel nicht allein von
umgebendem Lagerknochen durchbaut werden. Zur Therapie solcher Defekte
werden heute verschiedene Materialien eingebracht, die der Auffillung der Defekte
bis zur knoéchernen Konsolidierung dienen. Sie dirfen keine Toxizitat, Kanzero-
genitat, Teratogenitat aufweisen, keine systemischen, unerwinschten Wirkungen
haben und sollten sich durch hohe, knochenspezifische Biokompatibilitdt und hohe
Bioaktivitat auszeichnen (Linhart et al.,, 2004). Das implantierte Material soll dem
umgebenden Lagerknochen als Leitschiene dienen (Osteokonduktion) und idealer-
weise die Knochenneubildung induzieren (Osteoinduktion).

Zuverlassigkeit, Wirksamkeit, Verfugbarkeit und das Fehlen potenzieller
Krankheitsubertragungen machen den autologen Knochenersatz zum ,golden
standard” (St. John et al., 2003). Dabei muss jedoch in Kauf genommen werden,
dass die autologen Knochenersatztherapien ernstzunehmende Nachteile mit sich
bringen: Die Notwendigkeit eines Zweiteingriffs, die Morbiditdt an der Entnahmestelle

und die eingeschrankte Verfugbarkeit.

Der allogene Knochenersatz birgt das Risiko der Ubertragung von Infektionen und ist
aufgrund des finanziellen und logistischen Aufwandes nur in grof3en Transplanta-

tions-Zentren oder vergleichbaren Einrichtungen mit Knochenbanken verfugbar.

An den xenogenen Transplantaten, die vorwiegend bovinen Ursprungs sind, missen
aufwendige Reinigungsverfahren vollzogen werden, um die Gefahr von potenziell
auftretenden Immunreaktionen gegentber dem speziesfremden, antigen wirkenden

Material zu umgehen (Chappard et al., 1993).

Daher ricken die synthetischen, darunter vor allem die Calciumphosphat (CaP)-
basierten Knochenersatzstoffe, immer mehr in den Fokus des wissenschaftlichen
und chirurgischen Interesses. Dies liegt nicht zuletzt an dem guten ,Handling“ der
diversen verfligbaren Applikationsformen (wie beispielsweise Pasten, Granulate,
Blocke), und der Zeit- (Operations-Dauer, Rekonvaleszenz, Anzahl der Eingriffe) und
damit der Geld-Ersparnis (Horch und Pautke, 2006).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen neu entwickelten, modifizierten Calcium-
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Phosphat-Zement mit bereits etablierten Knochenersatzstoffen in der Frihphase post
implantationem (p.i.) zu vergleichen. Hauptkriterium fur die Beurteilung der
Biokompatibilitat war das Ausmald der zu beobachtenden Fremdkdrper- und
Entziindungsreaktion. Zur Beurteilung der Gewebevertraglichkeit in vivo diente das
Tibiakopf-Bohrloch-Modell an Schafen. Diese wurden nach 10 Tagen euthanasiert
und der Tibiakopf wurde entnommen. Nach Explantation der Knochenersatzstoffe in
situ soll durch die Histologie ein Uberblick iber den Gewebe-Zell-Material-Verband
nach 10 Tagen p.i. gegeben werden. AnschlieRend folgt die genauere Charakter-

isierung der Zellen mithilfe immun- und enzymhistologischer Verfahren.

Die ermittelten Ergebnisse erlauben eine Beurteilung des Heilungs- und
Entzindungszustandes sowie eine Prognose des weiteren Heilungsverlaufes und

damit die Beurteilung der Biokompatibilitat der verwendeten Knochenersatzstoffe.
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2 LiteraturUbersicht

2.1 Knochenersatzmaterialien

Seit Nussbaum 1875 erstmals erfolgreich autologen Knochen aus der Ulna gewann,
um einen knochernen Defekt zu therapieren (Urist et al., 1994), haben sich die
Kosten fur autogenen und allogenen Knochenersatz in den Vereinigten Staaten von
Amerika auf Gber 2,2 Milliarden US$ jahrlich gesteigert (Linhart und Briem, 2001).
Nach Blut ist Knochen das zweithdufigste Transplantat mit mehr als 1,5 Millionen
Transplantationen jahrlich allein in den USA (Einhorn, 2003), in Deutschland wird die
Zahl auf etwa 71000 autologe Transplantationen jahrlich geschatzt (Jager et al.,
2005). Indikationen fur diese Transplantationen ergeben sich bei kndchernen
Defekten in der Unfallchirurgie, Orthopadie, Neurochirurgie, rekonstruktiven Chirurgie
und Zahnmedizin. Erforderlich sind sie vor allem beim Aufflllen kaverntéser Defekte
wie sie nach Tumor-Resektion oder bei Knochenzysten entstehen, aber auch bei der
Behandlung von posttraumatischen Heilungs-Komplikationen des Skelettsystems
nach Frakturen wie delayed unions, malunions und nonunions, Arthrodesen,
Wirbelkdrperfusionen und zur kraniofazialen Rekonstruktion zum Beispiel der Orbita
(Block und Thorn, 2000).

2.1.1 Autologer Knochenersatz

Im Hinblick auf Gewebeersatz durch Knochentransplantationen sind autologe
Knochentransplantationen, betrachtet man die absoluten Mengen, in der Orthopadie
und Traumatologie dominierend (Horch und Pautke, 2006). Unter der autologen
Knochentransplantation versteht man die Ubertragung von korpereigenem Knochen.
Dabei erfolgt die Entnahme von spongidsem Knochen meist am hinteren
Beckenkamm aber auch am vorderen Beckenkamm, Tibiakopf, distalen Radius oder
am Olekranon. Nach St. John et al. (2003) machen Zuverlassigkeit, Verfugbarkeit,
Wirksamkeit und das Fehlen von potenziellen Krankheitsibertragungen den
autologen Knochen zum ,golden standard“. Er ist von hochster biologischer
Wertigkeit und weist die drei Haupteigenschaften auf, die zu solider Knochenheilung

fuhren: Osteokonduktion, Osteoinduktion und Osteogenitat (Bloemers et al., 2003).

Osteokonduktion bedeutet ein durch Anwesenheit eines Knochenersatzstoffes und

dessen Eigenschaften verursachtes, raumlich gerichtetes Einwachsen von Lager-
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knochen in den Defekt (Albrektson und Johannsson, 2001; Bauer, 2007b). Es
beschreibt den sogenannten ,Leitschieneneffekt®. Unter Osteoinduktion wird die
induzierende Wirkung von Wachstumsfaktoren wie bone morphogenetic protein
(BMP), basic fibroblast growth factor (bFGF), transforming growth factor- 3 (TGF-R3)
oder Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) auf Zellen zur Knochenneubildung
verstanden (Aspenberg und Lohmander, 1989; Lind, 1996; Albrektsson und
Johannsson, 2001; Schieker et al., 2008). Osteogene Zellen sind wenig ausdifferen-
zierte Vorlauferzellen aus dem Knochenmark, die bei entsprechender Stimulation zu

knochenbildenden Zellen ausreifen kénnen (Bauer, 2007b; Schieker et al., 2008).

Nach Horch und Pautke (2006) muss weiterhin, je nach Art des Knochens, zwischen

verschiedenen Qualitaten des Knochentransfers unterschieden werden:

Spongiosa ist aufgrund ihrer interkonnektiven Porositéat osteokonduktiv und der in der
Knochenmatrix enthaltenen Wachstumsfaktoren osteoinduktiv. Die meisten der
transplantierten Zellen sterben zwar ab, doch die Uberlebenden Vorlauferzellen
weisen, wenn sie dem vaskularisierten Lagerknochen anliegen, eine lokale
osteogene Potenz auf (Merten et al., 2003). Allerdings schwindet diese osteogene
Potenz mit zunehmendem Lebensalter des Patienten: ist das Verhéaltnis von adulten
Stammezellen zur Gesamtzellzahl im Knochenmark beim Neonaten noch bei 1:10.000
sinkt es bei einem 80jahrigen Menschen auf ein Verhaltnis von 1:2.000.000 (Horch
und Pauke, 2006). Ferner besitzt ein rein spongitses Implantat nur eine geringe
Festigkeit und ist starker osteoklastarer Resorption unterworfen, was seine

funktionelle Qualitat mindert.

Im Gegensatz dazu besitzt kortikaler Knochen nur sehr begrenzt osteokonduktive
Eigenschaften, da nur die Havers'schen und Volkmann'schen Kanéle als Leitschiene
dienen kénnen. Im Vergleich zur Spongiosa sind in der Kortikalis deutlich weniger
(25%) osteogene Zellen nachweisbar (Merten et al.,, 2003), die transplantierten
Osteozyten sterben nicht zuletzt aufgrund der verzdgerten Revaskularisierung ab,

der transplantierte Knochen wird nekrotisch.

Wahrend der Knochenaufbauphase verhalten sich Kortikalis und Spongiosa anti-
proportional zueinander: Wahrend die Sponigosa durch die Osteokonduktivitat
zunehmend an Stabilitat gewinnt, verliert die Kortikalis im Laufe der Zeit durch die

Resorptionsvorgange an Stabilitat (Burchardt, 1983). Aufgrund dieser Eigenschaften
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werden meist keine reinen kortikalen sondern vielmehr kortikospongitése Knochen-

transplantate verwendet.

Alternativ werden vaskularisierte Knochentransplantate verwendet, die in der Ein-
heilungsphase weder einer ischAmischen Nekrose noch einer Immunabwehrreaktion
unterliegen. Hierbei ist eine Uberlebensrate der Zellen von ca. 90% zu erwarten.
Dies ist vor allem abhangig von adaquater Anastomosierung, der Gefal3versorgung
des Zielgebietes sowie der mechanischen Stabilitt des Transplantats im Lager
(Horch und Pautke, 2006).

Dennoch gibt es auch ernstzunehmende Nachteile, wegen derer die Transplantation
von autologem Knochen zunehmend kritischer betrachtet wird. Zu diesen gehdren:

e Begrenzte Verfugbarkeit

e Die Notwendigkeit eines Zweiteingriffs

e Postoperative, persistierende Schmerzen an der Entnahmestelle
e Neurovaskulare Verletzungen

e Kosmetische Deformierungen, stérende Narbenbildung, Keloide
e Revisionsbedirftige Hamatome / Serome

e Revisionsbedirftige, tiefe Infektionen

e Frakturen am Beckenkamm,

e Gang-/ Bewegungsstérungen

e Instabilitat im Iliosakral-Gelenk, Verletzung der lliosakralfuge

e Heterotrope Ossifikationen

e Herniation von Abdominalorganen

e Paralytischer lleus

e Harnleiterverletzungen ( sehr selten )

Diese von verschiedenen Autoren (Kurz et al., 1987; Banwart et al., 1995; Arrington
et al., 1996; Wippermann et al., 1997; Ebraheim et al., 2001; Niedhart et al., 2003;
Jager et al., 2005) ubereinstimmend erwéhnten Komplikationen verdeutlichen die
zunehmende Notwendigkeit der Erforschung und Etablierung alternativer Verfahren
zum Knochenersatz. Niedhart et al. (2003) kommen zu dem Schluss, dass aufgrund
der hoheren Komplikationsrate bei der Entnahme am ventralen Beckenkamm im
Vergleich zum dorsalen Beckenkamm dieses Vorgehen gut indiziert sein muss, und

nicht zuletzt aufgrund einer um 28 Minuten verlangerten Operationszeit und damit
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auch aus wirtschaftlichen Griinden synthetische Knochenersatzstoffe in Erwégung
gezogen werden mussen. Die Kosten fir eine Spongiosaentnahme aus dem
Beckenkamm belaufen sich auf ca. 750 €/h, kalkuliert ohne pra- und postoperative
Kosten (Horch und Pautke, 2006).

2.1.2 Allogener Knochenersatz

Die am weitesten verbreitete Alternative zu autogenen Knochenplastiken sind
allogene Knochentransplantate. Sie stellen fur den Chirurgen die Methode der
zweiten Wahl dar (Giannoudis et al., 2005). Unter der allogenen Transplantation ist
die Ubertragung von Gewebe eines genetisch nicht identischen Spenders der
gleichen Art auf den Empféanger zu verstehen. Zum ersten Mal erfolgreich wurde die
allogene Knochenzelltransplantation 1881 durchgefuhrt, als mit Teilen einer
humanen Tibia ein Humerus-Defekt kuriert wurde (MacEwan, 1881). Die
Verwendung von allogenem Knochen stieg in den letzten zehn Jahren um das
Funfzehnfache und macht ein Drittel der Knochentransplantationen in den USA aus
(Boyce et al., 1999). Allogener Knochen verfligt tber ahnlich ginstige biologische
Eigenschaften wie autologe Knochenplastiken, wobei die Fahigkeit zur
Osteokonduktion Uberwiegt (Bauer und Muschler, 2000; Fléren et al., 2007). Die
Verwendung von allogenen Knochentransplantaten, deren Haltbarkeit meist durch
unterschiedliche Konservierungsverfahren, insbesondere der Kryokonservierung,
gewabhrleistet wird, weist Nachteile auf, die das Risiko einer potenziellen Ubertragung
infektioser Erkrankungen (Gunther et al., 1998) und die Antigenitat betreffen.
Immunologische Reaktionen vermindern die Knochenneubildung und fuhren haufig
zur AbstoBung des Transplantats. Durch bakterielle Kontamination der Trans-
plantate, aber auch durch beim Spender bestehende Infektionskrankheiten wie
Hepatitis oder gar HIV/AIDS ist der Empfanger einer nicht unerheblichen Gefahr von
Infektionen ausgesetzt. Um das Infektionsrisiko zu minimieren, ist ein immenser
Aufwand bezlglich Spenderselektion und Knochenbankmanagement notwendig.
(Stinzle et al., 1998). Die Richtlinien fur diese Verfahren sind streng festgelegt und
wurden 2001 von der Bundesarztekammer im deutschen Arzteblatt ausgegeben:
Durch die hier definierten Ausschlusskriterien muss ein grof3er Teil (>40%) von dem
gespendeten Material ausgeschlossen werden (Fléren et al., 2007). Inzwischen sind
auch von dem EU-Parlament und dem europaischen Rat die Richtlinien 2004/23/EG

und 2006/17/EG verabschiedet worden, welche in nationales Recht tberfiihrt wurden
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und die Voraussetzungen zum Betreiben einer Knochenbank in Deutschland neu

definieren und erstmals gesetzlich verankern (Fléren et al., 2007).

Alternativ zur Kryokonservierung besteht die Moglichkeit einer Sterilisation von
Knochentransplantaten durch chemische Maflinahmen, ionisierende Strahlen oder
thermische Behandlung. Diese Verfahren kdnnen jedoch in unterschiedlichem
Ausmall biologische bzw. biomechanische Eigenschaften von Transplantaten
schwéchen (Gunther et al. 1998).

Von weiteren erheblichen klinisch-praktischen Nachteilen berichten Moore und
Mitarbeiter (2001): Abhé&ngig von der GrolRe des verwendeten Allografts wird von bis
zu 10% bakteriellen Infektionen berichtet, auf3erdem von Frakturierungen des
Allografts in situ von 19% und radiologischen non-unions von 17%.

Inzwischen ist die Verwendung von allogenen Materialien nur noch grofR3en, Uber-
regionalen Prothese-Zentren vorbehalten, da kleinere Einheiten die finanziellen und
logistischen Aufwendungen, die heute zum gesetzeskonformen Fihren einer

Knochenbank notwendig sind, nicht erbringen kénnen (Linhart et al., 2004).

Eine Alternative zu den Allografts ist die demineralisierte Knochenmatrix (DBM), ein
Erzeugnis aus allogenem Knochen. Das Knochenmaterial wird mit entsprechenden
Losungsmitteln behandelt, gegebenenfalls zusatzlich bestrahlt, wodurch es an Infek-
tiositat verliert, ein Restrisiko existiert jedoch. Die osteokonduktiven und -induktiven
Eigenschaften sollen aber erhalten bleiben (Fléren et al.,, 2007), weil die
Wachstumsfaktoren nicht vollstéandig zerstort werden und durch den Vorgang der
Demineralisation besser bioverfiigbar bleiben (Giannoudis et al, 2005). In der Praxis
wird DBM oft in Verbindung mit gemdrsertem autogenen oder allogenen Knochen,
gegebenenfalls auch mit synthetischem Knochenersatzmaterial in Granulat-Form
appliziert (Bauer, 2007a), und wird so vorwiegend als Knochenersatz-Expander denn

als eigenstandiger Knochenersatz eingesetzt. (Giannoudis et al., 2005).

2.1.3 Xenograft

Unter Xenograft versteht man Knochengewebe, das einer Spezies entnommen
wurde, um es einer anderen Spezies zu implantieren (Bauer und Muschler, 2000).
Verwendung finden in der Regel Xenografts bovinen Ursprungs, es sind aber auch

solche korallinen Ursprungs auf dem Markt verfliigbar. Unbehandelte Xenograft-
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Praparate sind obsolet, weil sie eine immense Immun-Reaktion auslésen. Entfettet
und deproteiniert man die Xenografts durch intensive Aufbereitungsverfahren, dann
treten keine Abwehrreaktionen auf, jedoch zerstdrt man so auch die erwinschten
osteoinduktiven Matrix-Proteine (Bauer und Muschler, 2000), es bleibt allerdings die
charakteristische Struktur des Knochens weitestgehend bestehen (Chappard et al.,
1993).

Xenografts bestehen aus einer anorganischen Apatitmatrix und einer organischen
Kollagenphase mit einem Anteil von 20-30% und werden als Formkorper, Granulate
oder Pulver vertrieben. Aufgrund des knochentypischen interkonnektierenden
Porensystems weisen sie sehr gute osteokonduktive Eigenschaften auf und bieten
ausgezeichnete Eigenschaften fur eine Osseointegration. Sterilisiert werden diese
Materialien in der Regel durch y-Strahlen (Schnirer et al.,, 2003). Im Raum steht
noch die Frage, inwiefern Viren und Prionen durch Xenotransplantate auf Empfanger

Ubertragen werden konnen.

2.1.4 Knochenersatzstoffe

Ist man sich Uber die oben erwahnte Vielzahl an Risikofaktoren des autogenen
allogenen und xenogenen Knochenersatzes bewusst, so ist es nicht verwunderlich,
dass Forscher der ganzen Welt seit Jahrzehnten nach maoglichen Alternativen
suchen, und sich bemihen Knochenersatzstoffe zu generieren, die den
Anforderungen der modernen Medizin gerecht werden. Dies bedeutet, dass mit der
Implantation von Knochenersatzstoffen mehr erreicht werden soll als der bloRe
Ersatz von koérpereigenem Gewebe durch ein Implantat: Es muss nach Auffassung

von Rueger (1998) angestrebt werden, die Knochenheilung im Bezug auf

o die Menge,
o die Qualitat des neugebildeten Knochens, und
o die Zeiteinheit, in der die Knochenneubildung und -heilung stattfinden

positiv zu beeinflussen beziehungsweise zu beschleunigen und
o gleichzeitig ein mechanisch besser belastbares Implantat, als es das

autogene knécherne Transplantat reprasentiert, zu entwickeln.

Voraussetzung daftr sind neben der erforderlichen Biokompatibilitat, also der
absoluten Gewebevertraglichkeit und dem Ausbleiben von AbstofRungsreaktionen

(Schnurer et al.,, 2003), die erwahnten Eigenschaften der Osteokonduktivitat,
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Osteoinduktion und Osteogenitat. Hinzu kommen Klinische und 6konomische
Aspekte: Die Sterilisation, Lagerung und intraoperative Lagerung missen einfach,
die Applikation sicher und reproduzierbar mdoglich sein. Sollte es gelingen ein
Ersatzmaterial zu entwickeln, welches alle geforderten Eigenschaften aufweist und
somit den ,golden standard“ ersetzen kann, so wird dies auch auf jeden Fall
kostengunstiger sein (Linhart et al., 2004). Bisher konnte jedoch noch kein
Knochenersatz entwickelt werden, der in situ alle wiinschenswerten Eigenschaften
besitzt. So weiR man, dass synthetische Knochenersatzstoffe einen osteo-
konduktiven Leitschienen-Effekt aufweisen (Moore et al., 2001), wahrend Extrakte
der Knochenmatrix wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren osteoinduktiv wirken. Daher
wird an den verschiedensten Kombinationen unterschiedlicher Biomaterialien

geforscht, was eine winschenswerte Klassifizierung erschwert.

Weil nach der Auffassung von Rueger (1992) eine Klassifikation nach chemischen
Eigenschaften, Wirkmechanismus oder Indikationsstellung aufgrund der
Heterogenitdt der Materialien nicht mdglich ist, klassifiziert er nach

Ausgangsverbindungen bzw. ihrer Herstellungsverfahren in

l. biologisch, organische Substanzen
I. synthetische, anorganische Materialien
[I. synthetische, organische Verbindungen

V. Komposite

Diese Einteilung wurde von seinen Mitarbeitern (Linhart et al., 2004) modifiziert
(Tabelle 1). Weil die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Knochenersatzstoffe
den Klassen la und b sowie Il zuzuordnen sind und diese nachfolgend genauer
beschrieben werden, wird zunachst ein kurzer Uberblick Uber die Ubrigen Klassen

gegeben:

Unter die Klasse Ic (vgl. Tabelle 1) fallen neben metallischen Implantaten unter
anderem die Bioglaser, die durch Erhitzung von sauren Oxiden (z.B:
Phosphorpentoxid, Siliciumoxid, Aluminiumoxid) mit basischen Oxiden wie
Calciumoxid, Natriumoxid, Zinkoxid etc. hergestellt werden. Fir den Schmelzprozess
sind Temperaturen von ca. 1500°C nétig. Glaser kdonnen als kompaktes oder
pordses Material vorliegen (abhangig von dem Herstellungsprozess) und sind als

Pulver oder Formkorper erhéltlich. Werden die Glaser implantiert, so kommt es zu
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lonenaustausch-Reaktionen mit dem umliegenden Milieu: Calcium- und Natrium-
lonen wandern aus und werden durch Oxonium-lonen ersetzt. Diese Bioaktivitat der

Oberflache ermoglicht ein Anwachsen von vitalem Gewebe an die Glasoberflache.

Klassifikation von Knochenersatzmaterialien

Klasse Material

I Anorganische Knochenersatzmaterialien
a) Keramiken (HA, B-TCP)
b) Zemente (CPC)

c) Metalle, Bioglaser

Il Organische Knochenersatzmaterialien

a) biologischer Ursprung (Knochenmatrix (mineralisiert/entmineralisiert),

Wachstumsfaktoren, nicht knochenspezifische Faktoren)

b) synthetischer Ursprung (Polymere)

[l Komposite

Tabelle 1: mod. nach Linhart et al., 2004: Klassifikation von Knochenersatzmaterialien

Der Klasse lla (vgl. Tabelle 1) zugehérig sind Knochenmatrix-Praparate, die
mineralisiert oder demineralisiert vorliegen kdnnen, aber auch knochenspezifische
und -unspezifische Wachstumsfaktoren. Eine weitere Methode ist die autologe
Knochenzelltransplantation (,self cell therapy) in Kombination mit einem Kollagen-
Vlies als tragende Matrix, wie sie von Schneider (1998) beschrieben wurde. Hierbei
wurde eine definierte Anzahl von Knochenzellen angezichtet, auf das Vlies
aufgebracht und in einen standardisierten Femurdefekt bei Merinoschafen
eingebracht. Da Kollagen allein keinerlei Belastung standhalt, wird es in der Regel
als Komposit (Klasse Ill) in Verbindung mit anderen Materialien wie zum Beispiel

Keramiken verwendet.

Zur Klasse lIb (vgl. Tabelle 1) werden zum Beispiel die Polymere gerechnet, die aber

aufgrund ihres Entwicklungsstandes noch nicht praxisrelevant sind.

Unter Kompositen der Klasse Ill (vgl. Tabelle 1) versteht man ein fast uniber-
blickbares Feld an Knochenersatzstoffen, das durch die Kombination der Materialien

der Klassen | und Il in allen Variationen reprasentiert wird.
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Betrachtet man nun die Klassen la und Ib (vgl. Tabelle 1), so muss folgendes vorher
vergegenwartigt werden: Der Idee, Knochen durch Calciumphosphate (CaP) zu
ersetzen, liegt die Erkenntnis zugrunde, dass die Mineralphase des Knochens (sie
macht 60-70% des lebenden Knochens aus) vor allem aus Calcium, Orthophosphat
und Karbonat besteht. Dieses Karbonat-haltige Kalziumphosphatapatit wird ,Dahlite®
genannt. Es enthalt 4-6% Karbonat und kleinere Mengen Magnesium und Natrium,
die auch eine entscheidende Rolle spielen: sie beeinflussen die Ldslichkeit der
apatischen Mineralphasen erheblich. Hydroxalapatit (HA) — Cai0(PO4)s(OH),— ist der
Prototyp des ausgereiften Knochenminerals, kommt aber in Reinform nicht vor,
sondern ist ein mit Karbonat- und Wasserstoff angereichertes, biologisch
prazipitiertes Apatit-Analogon, in dem Kalziumionen partiell durch Eisen-,
Magnesium- und Bleiionen ersetzt sind (Anderson, 1978). Das Calcium-Phosphor
(Ca-P)-Verhdltnis liegt bei etwa 1,6. Dieses Verhéltnis versucht man mit CaP-

basierten Knochenersatzstoffen nachzuahmen.

Seit den 70ger Jahren des letzten Jahrhunderts werden der Klasse la (vgl. Tabelle 1)
angehorende HA-Keramiken eingesetzt, die dem biologischen HA sehr ahnlich sind
und ein Ca-P Verhdltnis von 1,67 aufweisen. Sie sind nicht oder nur langsam
biologisch abbaubar und werden aus bovinem Knochen, dem Exoskelett von
Korallen (Holmes et al., 1984; Pool, 1995) oder aus synthetischen Ausgangsstoffen
gewonnen. Entscheidend fir den osteokonduktiven Effekt der Keramiken ist ihr
Porensystem. Wahrend solche, die biologischen Ursprungs sind, immer ein Geflige
aus Makro- (>100um) und Mikroporen aufweisen, muss das interkonnektierende
Porengeflige bei Keramiken, die aus pulverférmigen Ausgangsstoffen durch
Sinterung hergestellt werden, Uber spezielle Herstellungsverfahren sichergestellt
werden (Schndrer et al., 2003). Dies ist von enormer Bedeutung, da nur Poren, die
eine Mindestdurchmesser von 80-100um haben, von Gewebe und Zellen er-
schlossen werden und somit als Leitschiene dienen kdnnen (Gauthier et al., 1998).
Draenert et al. (2001) konnten zeigen, dass ein knéchernes Erschlie3en auch durch
Poren von weniger als 50um moglich ist. Die Mikroporen ermdglichen die Diffusion
von Nahrstoffen (Bauer, 2007a) und sind damit fur die Mehrzahl der Autoren

vorwiegend von nutritiver Bedeutung fur die Zellen.

Synthetische Keramiken zeichnen sich gegeniber solchen biologischen Ursprungs

dadurch aus, dass sie mit genau definierbaren physio- und kristallochemischen
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Eigenschaften herstellbar sind, eine gleich bleibende Chargenqualitat besitzen und
SO eine besser abschatzbare biologische Reaktionsweise ermdglichen. Daruber
hinaus sind sie atoxisch, biologisch inert und weder kanzerogen noch teratogen
(Horch et al., 2004). Aufgrund der langsamen Biodegradationsrate der HA-
Keramiken ricken die Tricalciumphosphat (TCP)-Keramiken mit einem Ca-P-
Verhdaltnis von 1,5 immer mehr in den Focus des wissenschaftlichen und
chirurgischen Interesses. Auch sie werden durch ein Sinterungsverfahren hergestellt,
wobei die verwendete Temperatur Uber die kristalline Struktur entscheidet, also Uber
a- oder B-TCP, welche ein unterschiedliches Lésungsverhalten zeigen (Schnirer et
al., 2003). Die Hochtemperatur-Modifikation a-TCP entsteht bei Temperaturen tber
1125°C, B-TCP bildet sich als Niedertemperatur-Modifikation unterhalb von 1125°C
und ist im Gegensatz zu a-TCP bei Raumtemperatur stabil (Dorozhkin und Epple,
2002). ao-TCP ist eine Zehnerpotenz l6slicher als B-TCP (Vereecken und Lemaitre,
1990). Nach Merten et al. (2000) und Wiltfang et al. (2002) sind beide Modifikationen
geeignet zum Knochenaufbau, wobei B-TCP durch feinere Mikroarchitektur und
héhere Porositat und damit einer gréReren Oberflache einem beschleunigten Abbau
unterliegt und eine optimale Gewebevertraglichkeit aufweist. TCP ist vor allem als -

Modifikation erhaltlich und wird als Block oder Granulat verarbeitet.

Die ersten zu der Klasse Ib (vgl. Tabelle 1) gehorigen resorbierbaren CaP-Zemente
(calcium phosphate cements, CPC) wurden in den 80ger Jahren des letzten
Jahrhunderts im ,Pfaffenburger Research Center of the American Dental Association
Health Foundation“ von Brown und Chow entwickelt (1985). Hintergrund daftr war
das Verlangen nach einem in situ formbaren, biokompatiblen Knochenersatzstoff.
Heute sind die Anspriche an die Zemente deutlich gewachsen. Hillmeier et al.
(2004) formulierten  fur  minimal-invasive  Wirbelséulenchirurgie  folgende
Anforderungen:

e Injizierbarkeit

e Schnelle Aushartung und ausreichende Primarstabilitat

e Bioaktivitdit mit kndcherner Integration und langsamer Ersatz des

Zements durch neugebildeten Knochen und

e Ausreichende Rontgenkontrastgebung zur intraoperativen Kontrolle.

Bajammal et al. (2008) resumieren, dass nach Frakturversorgung unter Verwendung

von CPC die Schmerzhaftigkeit im Frakturbereich reduziert ist verglichen mit
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Patienten, bei denen kein Knochenersatz zum Einsatz kam. Darlber hinaus wurde
ein verminderter Verlust der Fraktur-Reduktion gegeniuber der Verwendung von
autologem Knochenersatz festgestellt (Welch et al., 2003).

Die heute verfugbaren Zemente sind in der Regel Zwei- oder Dreikomponenten-
Systeme bestehend aus ein oder zwei Pulverkomponenten und einer wassrigen
Losung. Durch Anmischen der Komponenten entsteht eine formbare Paste, die per
Hand oder mittels einer Spritze appliziert werden kann. An ihrem Bestimmungsort
héartet die Paste durch Sedimentation zu einer CaP-Verbindung aus bzw. bindet ab
(Claes et al., 1997; Chow, 2001). Diese Abbindungs- bzw. Hartungsreaktion ist eine
Kombination aus temperaturabhangigen Loésungs- und Fallungsprozessen
(Fernandez et al., 1999a,b). Als Setzprodukte kbnnen entstehen:

e Dicalciumphosphat-Dihydrat: CaHPO4 x 2H,0,

e Octacalciumphosphat: Cag(HPO,4)2(PO4)4 5H,0,
e amorphes Calciumphosphat: Caz(P0O4)2 H,0,

e calciumdefizitarer Apatit: Cag(HPO4)(PO4)sOH,

e Hydroxylapatit: Cas(PO4)30H.

Endprodukt aller kommerziell hergestellter CPC ist gefalltes Hydroxylapatit (Bone
Source®, Cementek®, Biobon®, Biopex®, Mimix®) oder karbonathaltiges gefélltes
Hydroxylapatit (Norian SRS® und CRS®, Calcibon®). Nach dem Ausharten liegen die

Hauptunterschiede zwischen den einzelnen Zementen (Bohner, 2001) in

e dem Ca-P-Verhéltnis
e den Verunreinigungen (d.h. Karbonat-Gruppen z.B. bei Calcibon®)
e der Porgsitat

e der Kiristallgrofie.

Um diese Knochenzemente weiter zu verbessern, vor allem hinsichtlich der
Geschwindigkeit des Remodelings, wurden sie mit Hilfe von Kollagenen oder
Knochen-Matrix-Proteinen nicht kollagenen Ursprungs wie zum Beispiel Osteocalcin,
Ostopontin (OPN), Bone Sialoprotein (BSP) oder mittels Wachstumsfaktoren wie
BMP modifiziert. Von diesen nach Linhart et al. (2004) in die Klasse der Komposite
einzustufenden Werkstoffen konnte gezeigt werden, dass sie die Aktivitat der
Knochenzellen deutlich stimulieren und es zu einer verbesserten Knochenheilung

kommt. Aul3erdem wirken sie sich aufgrund ihrer spezifischen Peptid-Sequenzen und
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funktionellen Gruppen positiv auf die Ausbildung einer dem Knochen morphologisch
sehr ahnlichen HA-Struktur aus. Weil aber die Verfugbarkeit von Spezies-
spezifischen Proteinen begrenzt ist und demzufolge auch die Kosten fur
ausreichende Mengen sehr hoch sind (Schneiders et al., 2007), ist man dazu
Ubergegangen, die Ubereinstimmenden funktionellen Sequenzen verschiedener
Proteine den Knochenersatzmaterialien zuzusetzen, um so die Interaktion mit Zellen

und Gewebe zu verbessern.

Vor dem Hintergrund, dass Matrix-Proteine wie BSP oder OPN phosphorylierte
Serin-Reste enthalten und diese die spezifische Interaktion des Proteins mit der
anorganischen Knochenmatrix HA vermitteln (Ganss et al. 1999; Sodek et al., 1999),
wurde einem der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Knochenersatzstoffe
Phosphoserin (PS) zugesetzt. Reinstorf et al. beschrieben 2004 erstmals diesen
Ansatz. In ihrer Arbeit konnten sie nach Zusatz von 25mg/g PS zu einem Komposit,
bestehend aus dem bei Gruppe Il eingesetzten Zement und Kollagen Typ | (Coll-I),
zeigen, dass sich durch die Zusatz von PS die Mikrostruktur des Zementes hin zu
kleineren Kristallen mit verbesserten biomechanischen Eigenschaften verandert hat,
dass das Loslichkeitsverhalten des Zementes zum Positiven verédndert wurde, und
dass Zellen (Osteoblasten) in vitro eine gute Lebensfahigkeit und eine gesteigerte
Proliferation auf dem modifizierten Zement aufweisen. Basierend auf diesen
Erkenntnissen beschrieb Mai (2008), dass die Applikation dieses Komposites in
Defekte kritischer GroRe im Unterkiefer von Minipigs in einer besonders ein-
drucksvollen Beschleunigung der Zement-Resorption und der Defekt-Regeneration

resultiert.

2.2 Fremdkdorperreaktion

Der Implantation von Knochenersatzmaterialien geht immer eine Verletzung von
Gewebe voraus (Abb. 1). Diese Verletzung bedeutet zunachst eine Stérung der
zellularen und humoralen Homdostase im Knochen, die Reaktion des Koérpers darauf

fuhrt nachfolgend zur Knochenheilung.

Die Antwort auf eine Verletzung ist abhangig von vielen Faktoren, unter anderem
dem Ausmal der Verletzung, der Blut-Material-Interaktionen, der Bildung einer provi-
sorischen Matrix, dem Ausmald zellularer Nekrosen und dem Grad der

Entzindungsreaktion. Die Fremdkorperreaktion ist dabei die Endstufe der ent-
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zuindlichen Reaktion und Gewebeheilung (Anderson et al., 2008).

All diese in die Gewebeheilung implementierten Faktoren entscheiden Uber das
konsekutive Ausmald der Granulationsgewebebildung, der Fremdkérperreaktion und
der Kapselbildung. Die Einschéatzung der Fremdkdrperreaktion in der Frihphase post
implantationem (p.i.) ist daher wichtig, da sie ein Mal3 fur die Biokompatibilitat und
damit fir die Osseointegration und Langzeitstabilitdt des Werkstoffes ist.

Provisorische Matrix

Unmittelbar nach der Implantation finden Blut-Material-Interaktionen statt, die
zunéchst die Protein-Adsorption auf der Material-Oberflache und die Ausbildung
einer provisorischen Matrix beinhalten. Diese voribergehende provisorische Matrix
ist das Fibrin-dominierte Blutgerinnsel am Implantat-Interface, welches sich durch
Aktivierung des extrinsischen und intrinsischen Koagulationssystems, des
Komplement-Systems, des fibrinolytischen Systems und des Kinin-generierenden
Systems sowie der Thrombozyten ausbildet (Anderson et al., 2008). Das Bestehen
der provisorischen Matrix ist eng verbunden mit dem dynamischen System der
Protein-Adsoption und -Desorption entlang der Implantatoberflachen, bekannt als
Vroman-Effekt (Horbett, 2004). Typ, Konformation und Konzentration dieser Proteine
sind dabei abhangig von den Oberflacheneigenschaften des Materials (Wilson et al.,
2005).

Zu solchen Proteinen zéhlen Albumin, Fibrinogen, Komplement, Fibronektin,
Vitronektin und y-Globulin. Die Interaktionen dieser Proteine mit zellularen Ad-
hasionsrezeptoren sind Grundlage des an der Implantatoberflache vorherrschenden

zellularen Erkennungssystems (Anderson et al., 2008).

Die provisorische Matrix liefert strukturelle, biochemische und zellulare Komponenten
der Wundheilung und Fremdkorperreaktion. Die Anwesenheit von Mitogenen,
Chemokinen, Cytokinen, Wachstumsfaktoren und anderen bioaktiven Substanzen
sorgt fur ein Milieu reich an aktivierenden und hemmenden Substanzen, das die
Aktivitat von Makrophagen aber auch von anderen Zell-Populationen moduliert. Die
provisorische Matrix kann als natirliches, abbaubares, standig bioaktive Substanzen
freisetzendes System angesehen werden, welches die nachfolgenden Phasen der

Defektheilung fein abgestuft reguliert (Anderson et al., 2008).
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Akute Entzindung

Nach der Bildung der vorubergehenden Matrix dominiert die akute Entzindung, die
durch das gehaufte Auftreten von neutrophilen Granulozyten gekennzeichnet ist.

Verletzung / Implantation

Infiltration mit Entzindungszellen
Neutr. Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten

Gewebe/ Exsudat Biomaterial
[

Akute Entziindung

Mastzellen IL-4; 1L-13 R Monozyten-Adhésion

A

Neutr. Granulozyten
Differenzierung von Makrophagen
Chronische Entziindung

Lymphozyten TH2: IL-4 ; IL-13

Monozyten Rezeptoren in Makrophagen

Hochregulation der Mannose-

v

Fusion der Makrophagen
Granulationsgewebe

Proliferation und Migration

der Fibroblasten

y Bildung von Kapillaren

v
Bildung der Fibrosen Kapsel Formation von

Fremdkdorperriesenzellen

Abbildung 1: modifiziert (mod.) nach Anderson 2008: Ablauf der Entziindungs-
und Heilungskaskade. TH2-Lymphozyten nehmen im fortgeschrittenen Stadium
der Entziindung eine wesentliche Rolle ein. Die Produktion von IL-4 und IL-13

kann die Fusion von Monozyten induzieren.

Diese besitzen ebenfalls Rezeptoren, mit Hilfe derer sie an Biomaterial-assoziierte
Opsonine wie Immunglobulin G (IgG) oder das Komplement-Fragment C3b binden
kénnen (Anderson, 2001). Aufgrund der Divergenz zwischen Werkstoff- und
Granulozytenoberfliche kommt es zu einer frustrated phagozytosis® (Henson,
1971a/b, 1980). Hierbei wird nach der Erkennung und Anlagerung des zu

phagozytierenden Materials nicht internalisiert, sondern es werden durch Extrusion
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oder Exozytose lytische Enzyme in den Extrazellularraum freigesetzt, um den
Fremdkorper abzubauen (Anderson, 2001). Die Mastzell-Degranulation und die
damit einhergehende Histamin-Freisetzung und Fibrinogen-Adsorption ist ebenfalls
typisch fur akute Entzindungsreaktionen auf implantierte Biomaterialien (Tang et al.,
1998; Zdolsek et al., 2007). Histamin vermittelt in diesem Zusammenhang die
Rekrutierung von Phagozyten, adsorbiertes Fibrinogen deren nachfolgende
Adhasion an das Implantat. Die bei der Mastzell-Degranulation freigesetzten
Interleukine IL-4 und IL-13 sind wesentlich am Ausmal3 der Fremdkorperreaktion
beteiligt, weil sie die Makrophagen alternativ aktivieren, eine Grundvoraussetzung fir
deren spatere Fusionsbereitschaft. Die akute Phase der Entziindung ist in der Regel
recht schnell, meist innerhalb einer Woche, abgeklungen, abhéngig von der Grol3e
des Defektes (Anderson et al., 2008).

Chronische Entzindung

Die folgende chronische Entziindung ist an der nun vorherrschenden Zahl von
mononukledren Zellen, also Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten und
Plasmazellen zu erkennen, auch wenn sich die chronische Entziindungsphase
histologisch weniger einheitlich als die akute prasentiert (Anderson, 2001). Von
biokompatiblen Materialien wird erwartet, dass die Anzeichen der akuten und

chronischen Entziindung in der Regel nicht langer als zwei Wochen anhalten.

Monozyt Makrophage Fremdkdrperriesenzelle
Blut Gewebe Gewebe / Biomaterial Biomaterial
®), > (® > * — ol :__-
Chemotaxis Chemotaxis Adhésion Aktivitat
Migration Migration Differenzierung Auspragung des
Adhéasion Signaltransduktion Phanotyps
Differenzierung Aktivierung
Abbildung 2: mod. nach Anderson, 2000. Stadien der Entwicklung von den im Blut
zirkulierenden Monozyten zu den am Implantat adh&arenten Fremdkérperriesenzellen.
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Die Progression der Entzindung erfordert die Extravasation und Migration von
Monozyten und Makrophagen zum Implantat unter Beteiligung von Chemokinen und
anderen ,chemoattractants”. Chemokine sind Cytokine mit chemoattraktiven
Eigenschaften und bestehen aus den 4 Hauptfamilien CXC (a-family), CC (B-family),
C (y-family), CX3C (&-family) (Esche et al., 2005). Chemokine spielen ebenfalls bei
der Hamatopoese, Angiogenese, Organogenese, Tumor-Metastasierung,
Lymphozyten-Differenzierung und -Homing, Zellproliferation und Apoptose eine
Rolle. (Gerard und Rollins, 2001; Murakami et al., 2004)

Thrombozyten und das sich bildende Gerinnsel setzen chemotaktisch wirksame
Stoffe wie TGFR3, Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Platelet Factor 4 (PF4),
Leukotriene und Interleukin 1 (IL-1) frei, die die Makrophagen zum Implantat leiten.
AuBerdem werden Phagozyten, vor allem Makrophagen, durch die Mastzell-
Degranulation und Histamin-Freisetzung angezogen (Zdolsek et al., 2007).

Auch die Makrophagen selbst setzen eine Vielzahl von Signalstoffen frei: PDGF,
Tumor Necrosis Factor a (TNFa), IL-6, Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-
CSF), Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF), Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), regulated upon activation normal T-cell
expressed, and presumably secreted (RANTES), Macrophage Inflammatory Protein
la (MIP-1a) und MIP-1B rufen weitere Makrophagen herbei (de Broughton et al.,
2006). Einmal an der Werkstoff-Oberflache angekommen, kénnen die Makrophagen

sich anlagern und es folgen die Ereignisse der Fremdkdrperreaktion.
Formation von Fremdkdrperriesenzellen

Die verschiedenen Plasma- und extrazellularen Matrix-Proteine auf der Material-
Oberflache sind das Substrat der sich anlagernden Monozyten/ Makrophagen. Sie
ermoglichen den Zellen die Bindung mit Hilfe von Oberflachen-Rezeptoren. Integrine
sind eine groRe Familie von Transmembranrezeptoren, die sowohl Zell-Matrix- als
auch Zell-Zell-Interaktionen ermdglichen. Sie erlauben die Migration durch die
extrazellulare Matrix und ermdglichen die Kommunikation mit der Umgebung (Hynes,
1992). Integrine sind Heterodimere, die aus einer a- und einer B-Untereinheit
bestehen. Die a-Untereinheit dient der spezifischen Liganden-Bindung wéahrend die
B-Untereinheit mit Komponenten der intrazellularen Signalwege in Verbindung steht

(Teti et al., 2002). Die unterschiedlichen Paarungen der Untereinheiten ermdglichen
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die Variabilitat von Substrat-Spezifitat und Funktion (Berton und Lowell, 1999).
Monozyten/ Makrophagen sind ausgestattet mit drei verschiedenen (1 Integrinen,
vier verschiedenen (2 Integrinen und einem 3 Integrin (McNally und Anderson,
2002).

Die initiale Adhasion der Monozyten vermittteln die 32 Intergrine, vor allem aM/B2
(CD11b/CD18), welches an Materialoberflachen adsorbierte Proteine wie
Fibronectin, Fibrinogen, IgG oder Komplement-Fragment iC3b bindet. Die weitere
Anlagerung wahrend der Reifung zu Makrophagen und der Fusion zu
Fremdkdrperriesenzellen (FKRZ) wird auf die Hochregulation und Bindung von (31-
Integrinen zurtickgefiihrt, deren Nachweis erst auf reifenden und fusionierenden
Makrophagen sowie FKRZ gelingt. Es wird vermutet, dass die Bindung von (2
Integrinen die Synthese von 1 Integrinen induziert, um die Rezeptor-Substrat-
Interaktionen mittels Bindung an RGD-Motive (Arginin-Glycin-Aspartat-Sequenz) zu
erhéhen und damit die Adhéasion zu festigen. Dieses soll die Besiedelung und
,Zytoplasmatische Ausbreitung“ der Riesenzellen entlang der Substratoberflache

gewahrleisten (McNally und Anderson, 2002).

Integrin aVB3 bindet an Vitronectin und andere extrazellulare Proteine, welche ein
RGD-Motiv aufweisen. Es wird in FKRZ in relativ niedrigen Mengen exprimiert im
Vergleich zu 1 und B2 Integrinen. Dies ist erstaunlich, weil B3 Integrine mal3geblich
an der Adhasion von Osteoklasten an der Knochenoberfliche zustandig sind.
Osteoklasten kdnnen in Abwesenheit von B3 Integrin die zum Ausbilden der ,sealing
zone“ notwendigen Aktin-Ringe nicht bilden (McHugh et al., 2001), wodurch die
notwendige zytoskelettale Organisationsstruktur fehlt. Das legt nahe, dass obwohl
FKRZ und Osteoklasten mehrkernige Zellen monozytaren Ursprungs sind, ihre
Differenzierung von unterschiedlichen Zell-Substrat-Interaktionen und unter dem

Einfluss unterschiedlicher Cytokine begunstigt wird.

Nach der initialen Anlagerung der Makrophagen an die Materialoberflache kommt es
zu einer die Lymphozyten-Proliferation stimulierenden Cytokin-Sekretion. Sehr
wahrscheinliche Kandidaten hierfur sind IL-2 und IL-6. Die so stimulierten
Lymphozyten setzen ihrerseits IL-4 und IL-13 frei, zwei Cytokine, die fur die
Stimulation der Makrophagen-Fusion bekannt sind (Brodbeck et al., 2005; Abb. 2).
Biomaterial-adharente, 1L-4/IL-13 stimulierte Makrophagen machen einen

phé&notypischen Wandel von einem klassisch aktivierten zu einem alternativ
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aktivierten Status durch. Anderson und Jones (2007) postulieren, dass
moglicherweise auch die Interaktion der Makrophagen mit der Materialoberflache
diesen Wandel initiiert. Diese scheint jedoch nicht abh&ngig von der Chemie des
Materials zu sein. Wahrend in klassisch aktivierten (Interferon y/Lipopolysaccharide)
Makrophagen pro-inflammatorische Cytokine (IL-1, IL-6, TNF) hoch- und anti-
inflammatorische Cytokine (IL-10) herabreguliert sind, zeigen alternativ (IL-4/IL-13)
aktivierte ein anderes Profil: pro-inflammatorische Cytokine (IL-1/IL-6/TNF) sind
herabreguliert und es werden vermehrt anti-inflammatorische Stoffe (IL-10/IL-1-
Rezeptor-Antagonist) freigesetzt. Dartber hinaus konnte nachgewiesen werden,
dass bei fusionierenden Makrophagen durch IL-4 und IL-13 Mannose-Rezeptoren
am Fusions-Interface hochreguliert werden (DeFife et al.,, 1997) und dass eine
Inhibierung der Mannose-Rezeptoren eine reduzierte Fusionsrate oder die
vollstandige Blockade der Fusion zur Folge hat (McNally et al., 1996). Dies weist auf
eine Notwendigkeit der Mannose-Rezeptoren, die auf Makrophagen und
dendritischen Zellen zur Vermittlung von Endo- und Phagozytose prasentiert werden,
bei der Fusion hin. Dem gegeniber stehen neuere Untersuchungen (Helmig und
Gordon, 2007), in denen bei Mannose-Rezeptor-Knockout-Mausen keine reduzierte

Fusionsrate bei IL-4-induzierter Fusion festgestellt wurde.

Aufgrund des antiproportionalen Verhéaltnisses von Apoptose zu Fusion wird
vermutet, dass die Fusion zu FKRZ die ,Bundelung“ von zellularen Phagozytose-
Kraften gegen ein nicht phagozytierbares Material reprasentiert (McNally und
Anderson, 2002) und mdglicherweise ein Ausweg-Mechanismus darstellt, um den
Apoptose-Signalweg zu umgehen (Brodbeck et al., 2001). Anderson et al. (2008)
postulieren, dass Makrophagen in der Lage sind Partikel von einer GrolRe bis
maximal 5 um zu phagozytieren, Partikel mit einer GréRe von mehr als 10 um fihren
zur Entstehung von FKRZ. Der Vorgang der Fusion von Monozyten/Makrophagen zu
Polykaryen ist bis heute noch nicht geklart. Zwar wurden einige an der Fusion
beteiligte Proteine identifiziert, ihre Funktion ist allerdings noch nicht bis ins Detail

geklart.

Eines dieser Proteine ist Macrophage Fusion Receptor (MFR)/Signal Regulatory
Protein a (SIRPa), ein ebenso wie sein Ligand CD47 zu der Familie der
Immunglobuline gehdérender Oberflachenrezeptor (Han et al., 2000). Die Expression

von MFR ist begrenzt auf myeloide Zellen und Neuronen, und wird vor allem zu
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Beginn der Fusion verstarkt synthetisiert, wahrend sein Ligand konstant von einer
Vielzahl von Zellen produziert wird. Diese Tatsache spricht fir die Hypothese, dass
die Fusion ein regulierter Vorgang ist (Vignery, 2005).

Ein anderer Oberflachenrezeptor, dessen zellular gebundener Ligand noch nicht
bekannt ist, ist CD44. Es ist ein integrales Membran-Glykoprotein, welches eine
wichtige Rolle sowohl in der Zell-Zell- als auch in der Zell-Substrat-Adhésion spielt
(Belitsos et al., 1990; Stamenkovic et al., 1991; Sy et al., 1991). Es existiert in vielen
Isoformen in einer Vielzahl von Zellen und ist beteiligt an der Migration von Zellen,
der Lymphopoese und an dem Lymphozyten-Homing (Johnson und Ruffell, 2009).
CD44 bindet an extrazellulare Matrix-Proteine wie Hyaluronsaure (Lesley et al.,
1990; Miyake et al., 1990), Typ | Kollagen, Fibronectin (Jalkanen und Jalkanen,
1992) und OPN (Weber et al., 1996). Aus der nachgewiesenen Beteiligung von
CD44 an der viralen Infektion von Zellen ergab sich die Frage, ob CD44 auch in die
Multinukleation von Makrophagen involviert ist. In der Tat wird die Expression von
CD44 durch fusionsfordernde Bedingungen induziert und konzentriert sich auf die
non-adharente Doméne der Plasmamembran (Sterling et al.,, 1998). Diese
Beobachtungen fuhrten zu der Vermutung, dass CD44 zusammen mit seinem
Oberflachen-Ligand mdglicherweise an der Makrophagen-Makrophagen-Interaktion
und damit an der Fusion beteiligt ist. Aufgrund ihrer Untersuchungen stellte Sterling
(1998) die Theorie auf, dass die basale Expression von CD44 durch die Bindung an
extrazellulare Molekile wie Hyaluronsaure der Sicherung des mononuklearen Staus
dient, wahrend zu Beginn der Fusion der Rezeptor stark hochreguliert werden muss,
sodass Uberschiussig produziertes CD44 unbesetzt bleiben kann. Dieses ,freie”
CD44 konnte nun der Zell-Zell-Interaktion wahrend der Fusion dienen, indem es ein
Peptid auf der Oberflache des Makrophagen bindet. Cui et al. (2006) zeigten, dass
Preseniline, Transmembranproteine mit 8 transmembranésen Doméanen, die
intrazellulare Domane (ICD) von mindestens 8 Typ-I-Membranproteinen spalten,
unter anderem auch die von CD44, und dass die abgespaltene ICD von CD44 zum
Kern transloziert und dort Nuklear Factor-kB (NF-kB) aktiviert, einen
Transkriptionsfaktor, dessen Aktivierung notwendig ist fir die Differenzierung von
vielkernigen Osteoklasten. Nach Suzuki et al. (2002) ist die Assoziation von
intrazellularem OPN mit CD44 eine essentielle Voraussetzung fur die Differenzierung

und Aktivitat von Osteoklasten.
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Ein weiteres an der Fusion beteiligtes Protein ist Dendritic Cell-Specific
Transmembrane Protein (DC-STAMP), ein Rezeptor mit 7 transmembrandsen
Domanen, der keine Homologie zu anderen bekannten Proteinen oder Rezeptoren
aufweist. Yagi et al. (2005, 2006) zeigten, dass bei der Fusion eine Zelle die Fihrung
in der ,Zellphagozytose“ Ubernehmen muss, und dass diese fuhrende Zelle DC-
STAMP prasentieren muss, um die Vielkernigkeit zu erreichen. Ein Ligand fur DC-
STAMP konnte noch nicht gefunden werden, allerdings geht man aufgrund der
Ahnlichkeit mit Chemokin-Rezeptoren davon aus, dass ein moglicher Ligand MCP-1
sein koénnte (Vignery, 2005). Die Entdeckung, dass die Fusion sowohl von
Osteoklasten als auch von Riesenzellen von dem Vorhandensein von DC-STAMP
abhangig ist, stellt das lange Zeit bestehende Dogma in Frage, dass Osteoklasten
und Riesenzellen zwei unterschiedliche Zelltypen sind, die unterschiedliche
Fusionsmechanismen nutzen (Vignery, 2005). Die Konsequenz der sich bildenden,
adharenten Riesenzellen ist das Entstehen von ganz speziellen Mikro-
Kompartimenten, in denen die von Henson (1971) beschriebene ,frustrated
phagozytosis“ stattfindet. Es werden freie Sauerstoff-Radikale, Enzyme und Sauren
in den Spalt zwischen der Zell-Membran und der Oberflache des Fremdmaterials
freigesetzt, die dessen Abbau bewirken sollen. Dabei werden pH-Werte bis 4
erreicht. Ein weiterer Effekt der Adhasion von Makrophagen und FKRZ an
Biomaterialien ist die Reduktion ihrer bakteriziden Eigenschaften (Anderson et al.,
2008).

Granulationsgewebe

Schon wahrend der Phase der chronischen Entziindung beginnt die Bildung von
Granulationsgewebe, das durch Makrophagen, einwandernde Fibroblasten und
Neovaskularisation gekennzeichnet ist. Es ist als die Vorstufe der fibrosen Kapsel
anzusehen und wird vom Implantat durch die Zellen der Fremdkdrperreaktion
abgegrenzt. In der frihen Phase der Entstehung des Granulationsgewebes
proliferieren die einwandernden Fibroblasten und synthetisieren zunachst vor allem
Proteoglycane, spater Kollagen, hauptsachlich Typ | Kollagen, welches die Haupt-
komponente der Kapsel ist (Anderson, 2001). Die Abkapselung oder Fibrose ist das
Endstadium der entziindlichen Antwort, es sei denn, das eingebrachte Material ist

pords genug, um knéchern integriert zu werden.

Wie eingangs erwahnt ist die Fremdkorperreaktion als Endstufe der lokalen
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entzundlichen Antwort auf das implantierte Material zu sehen. Um die
Biokompatibilitat des verwendeten Knochenersatzstoffes beurteilen zu konnen
mussen die Zellen der Fremdkdrperreaktion von den mehrkernigen Zellen des
physiologischen Knochenstoffwechsels (Osteoklasten) abgegrenzt werden, welcher
im Folgenden kurz beschrieben wird.

2.3 Knochenstoffwechsel

Circa 80% der Knochenmatrix besteht aus Hydroxylapatit [Cas(PQO4),]JCaOH,, der
Hauptquelle des Korpers fur Calcium und aquivalente Basen bei Calcium-
Mangelzustanden. Solche Zustdnde werden von Calcium-sensitiven Zellen in den
Epithelkdrperchen erkannt, die mit einer vermehrten Ausschittung von Parathormon
(PTH) reagieren. PTH bewirkt neben einer verstarkten Phosphat-Sekretion und
Calcium-Rickresorption in der Niere und der verstarkten Umsetzung von 25-
Hydroxycholecaldiferol zu Calcitriol vor allem eine Steigerung des Knochenabbaus
durch Osteoklasten. PTH wirkt dabei nicht direkt auf die Osteoklasten, vielmehr regt
es die Osteoblasten zur Bildung von Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF)
an und unterbindet die Produktion von Osteoprotegerin (OPG), dem l|6slichen ,decoy
receptor” von Receptor-Activator of NF-kB-Ligand (RANKL) (Ma et al., 2001; Abb. 3).
Durch den Knochenabbau werden von den Osteoklasten Wachstumsfaktoren wie
Bone Derived Growth Factor (BDGF) oder PDGF aus der Knochenmatrix freigesetzt,
die wiederum Osteoblasten anregen, sodass ein verstarkter Knochenabbau
physiologischerweise auch einen forcierten Knochenaufbau nach sich zieht.
Osteoblasten sekretieren eine organische Knochenmatrix, die zu 90% aus stark
vernetztem Kollagen | besteht welches sich entlang der Stress-Linien orientiert, und
mineralisieren die Matrix anschlieend durch Einlagerung von Hydroxylapatit (Blair,
1998). Antagonist des PTH ist das in den C-Zellen der Schilddrise gebildete
Calcitonin, welches sich hemmend auf die Aktivitat der Osteoklasten auswirkt und

den Ca?'-Einbau in das Osteoid fordert.

Osteoklasten sind gewebespezifische mehrkernige Zellen, die durch Differenzierung
von Vorlauferzellen der Granulozyten-Makrophagen-Linie an oder in der Nahe der
Knochenoberflache entstehen (Boyle et al., 2003). Nachdem Ancuta et al. (2003) und
Geissmann et al. (2003) herausfanden, dass sich die im peripheren Blut zirku-
lierenden Makrophagen in die CD16-positiven (5-10%) und die CD16-negativen (90-
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Abbildung 3: mod. nach Boyle et al., 2003:
Schematische Darstellung der Wirkungsweise von
a) pro-resorptiven, calcitropen Faktoren und

b) anabolen, Osteoklasten-hemmenden Faktoren.
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95%) Subpopulationen aufteilen, und diese Subpopulationen unterschiedliche Eigen-
schaften im Bezug auf ihr Cytokin-Muster und ihr Migrationsverhalten aufweisen,
zeigte Komano 2006, dass die beiden Subpopulationen unterschiedlich auf Osteo-
klasten-generierende Stimuli reagieren und der Ursprung der Osteoklasten
vermutlich in der CD16-negativen-Population liegt. Diese Ergebnisse decken sich mit
den Vermutungen von Fujikawa et al. (1996a/b) nach deren Auffassung mindestens
2-5% der zirkulierenden Monozyten-Fraktion in der Lage zu sein scheint, sich in
Osteoklasten zu differenzieren. Die wichtigsten Stimuli zur Differenzierung in Osteo-
klasten sind Macrophage-Colony-Stimulating Factor (M-CSF) und Receptor Activator
of Nuclear Factor kB (RANK) mit seinem Ligand RANK-Ligand (RANKL) und dessen
Antagonist Osteoprotegerin (OPG) (Ross, 2006; Boyce und Xing, 2007). Der
essentielle  Wachstumsfaktor M-CSF, welcher von Osteoblasten gebildet und
freigesetzt wird, bewirkt bei den frihen, teilungsfreudigen Vorlauferzellen der
Osteoklasten nach Binden an seinen Rezeptor c-fms die Proliferation und schiitzt sie
vor Apoptose (Roodman, 2006). Unter dem Einfluss von RANKL, einem Cytokin,
welches nach Stimulation u.a. durch PTH vermehrt von Osteoblasten aber auch
Fibroblasten auf ihrer Zelloberflache und auch in geléster Form gebildet wird,
differenzieren sich die Vorlauferzellen weiter und fusionieren zu unreifen,

mehrkernigen Osteoklasten.

Der Antagonist zu RANKL ist OPG. Es wird verstarkt unter dem anabolen, anti-
resorptiven Einfluss von Calcitonin von den Osteoblasten gebildet und verhindert
durch Bindung an RANKL dessen Interaktion mit RANK auf der Oberflache der
Osteoklasten-Vorlaufer (Abb. 3).

Das RANKL-RANK-OPG-System unterliegt sowohl der hormonellen Steuerung des
Kdrpers als auch lokalen Stimuli und ist hauptverantwortlich fir die Regulation der
Knochendichte im Korper (Roodman, 2006). Der differenzierte, vielkernige Osteo-
klast baut die anorganische und organische Knochensubstanz nach einem recht gut
erforschten Prinzip ab (Abb. 4). Nach seiner Anheftung durch das Integrin avB3 an
RGD-Motive von im Knochen angesiedelten Proteinen wie BSP oder OPN polarisiert
die Zelle und bildet die am Knochen anliegende ,ruffled border”, die apikale
Membran, deren umfangreiche Aufwerfungen ihre Oberflache stark vergroRern.
Mittels des nach der Anheftung an den Knochen gebildeten Aktin-Ringes in der

,Sealing zone* bildet sich ein zum Gbrigen Extrazellularraum abgegrenztes Komparti-
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Abbildung 4: mod. nach Ross und Christiano, 2006: Mechanismus
der Knochenresorption durch Osteoklasten: Der Osteoklast heftet sich
durch Binden an RGD-Motive enthaltende, adsorbierte Proteine
(grines Dreieck) mittels des Integrins a,33 an den Knochen an. Dies
fuhrt zur Integration von lysosomalen, Kathepsin K (Ctsk) ent-
haltenden Vesikeln in die Plasma-Membran. Dadurch entsteht die
Jruffled border” (iber der Resorptions-Lakune, in welche Salzsdure
sowie saure Proteasen wie Kathepsin K sekretiert werden. Die Saure
entsteht durch Zusammenspiel der H*-ATPase (roter Pfeil) mit dem
daran gekoppelten Cl-Kanal (pinke Box) und dem basolateralen
Chlorid-Bicarbonat-Austauscher. Bicarbonat entsteht durch die Carbo-
anhydrase aus CO, und H,O, ebenso wie die Protonen. Geldste
mineralische Komponenten werden bei der Zellmigration freigesetzt,
organische Abbauprodukte werden auf gleiche Weise oder durch

Transzytose auf der basolateralen Oberflache ausgeschleust.

ment, dessen Milieu auf einen pH-Wert von 4,5 erniedrigt wird. Dieses geschieht
durch Freisetzung von Vesikeln aus der ,ruffled border”, die sowohl die membran-
gebundene V-Typ H'-ATPase als auch Kathepsin K enthalten. Durch die Carbo-
anhydrase Typ Il werden im Zytoplasma des Osteoklasten Protonen und Bicarbonat
aus Kohlendioxid und Wasser gewonnen. Die Protonen werden U(ber die H*-ATPase

in das Resorptions-Kompartiment, die so genannte ,Howship 'sche Lakune® abge-
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geben, die CL-lonen folgen Uber einen spannungsgesteuerten Cl’-Kanal nachdem
sie vorher Uber einen Chlorid-Bicarbonat-Austauscher in den Osteo-klasten gelangt
sind. Der saure pH hat die Demineralisierung der an-organischen Matrix zur Folge,
die organischen Bestandteile, vor allem Kollagen Typ I, werden auf diese Weise
freigelegt. Diese werden von dem Enzym Kathepsin K unter sauren Bedingungen
abgebaut und durch vesikulare Transzytose entfernt (Blair, 1998).

An dem Abbau von implantierten Werkstoffen beteiligte mehrkernige Zellen sind vor
allem Osteoklasten im Rahmen des physiologischen Knochen-Remodelings und
Fremdkdrperriesenzellen im Zusammenhang mit einer Implantat-assoziierten
entzindlichen Reaktion. Osteoklasten sind in der Lage auf CaP-basierten Knochen-
ersatzstoffen ihre typischen ultrastrukturellen Merkmale zu zeigen, und diese durch
Ldsungs- und Phagozytierungsprozesse abzubauen (Heymann et al., 2001; Wenisch
et al, 2003 a/b).

Ist die Identifizierung von mononuklearen Zellen der monozytaren Linie mittels
immunhistochemischer Detektion des CD68-Antigens und morphologisch-histo-
logischer Untersuchung noch eindeutig, erweist sich die Differenzierung der multi-
nuklearen Populationen als weitaus schwieriger, denn die enzymhistochemischen
Markerprofile beider ,Zelltypen“ unterscheiden sich nur sehr geringgradig, wenn
Uberhaupt, voneinander. Vignery (2000) postuliert, dass beide Zelltypen trotz
unterschiedlicher Funktion gleiche Marker-Profile aufweisen und beide durch Fusion
von Vorlauferzellen der monozytaren Linie gebildet werden — einem obligatorischen
Schritt im Entwicklungsgeschehen beider Zellen. Zwar berichten Yagi et al. (2006),
dass DC-STAMP-negative Mause in der Lage sind mononukleére, resorptiv-aktive
Osteoklasten zu bilden, jedoch fanden sie heraus, dass eine definierte Zahl an
mononukledren Osteoklasten eine schwachere resorptive Kapazitat haben, als die
multinuklearen Osteoklasten der Wildtyp-Mause mit der gleichen absoluten Zahl an
Zellkernen. Alle in dem Vignery-Labor generierten Zelllinien wiesen dieselben
Osteoklasten-typischen funktionellen Marker auf, zu denen Na-K-ATPasen, H'-
ATPasen, Calcitonin-Rezeptor (CTR) und Tartrat-resistente saure Phosphatase
(TRAP) gehdren. Nach ihrer Auffassung ist noch kein Molekll gefunden worden,
dessen Expression eindeutig entweder fir Osteoklasten oder fur Fremd-
korperriesenzellen charakteristisch ist. Andere Autoren berichten Ubereinstimmend

von CTR als Osteoklasten-spezifischen Marker (vgl. Tabelle 2).
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Marker Osteoklast Riesenzelle Quelle Datum
+ Nicholson 1986
+ - Quinn et al. 1999

CTR
+ + Vignery 2000
+ = Shen 2006
+ + Quinn et al. 1999

V-ATPase

T+ T+ Vignery 2000
CAIl + + Quinn et al. 1999
+ + Kadoya et al. 1994

VNR
+ + Quinn et al. 1999
+ + Hattersley 1989
+ + Kadoya et al. 1994
TRAP + + Quinn et al. 1999
+ + Vignery 2000
+ + Shen 2006
+ ? Quinn et al. 1999
Kathepsin K + + Konttinen et al. 2001
+ + Shen et al 2006
+ (+) Athanasou 1990
avi33 + (+) Shen et al. 2006
+ (+) Anderson et al. 2008
+ + Athanasou 1990

CD68
+ + Shen et al. 2006
- + Athanasou et Quinn 1991

CD14
+ + Sabokbar et al. 1997

Tabelle 2: Ubersicht und Vergleich von in Osteoklasten und Riesenzellen nach-

gewiesenen Markern
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2.4 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, in der Frihphase der Entziindungsreaktion, 10 Tage nach
der Implantation, drei verschiedene osteokonduktive Knochenersatzstoffe auf CaP-
Basis im Hinblick auf die Fremdkorperreaktion zu vergleichen, ein Vergleich, wie er
unter anderem auch von Hak (2007) gefordert wird. Dafiir wurde der metaphyséare
Tibiabohrlochdefekt an der Schafstibia gewahlt. Dieses Tiermodell erlaubt am
ehesten, die experimentell gewonnenen Erkenntnisse hinreichend auf die beim

Menschen zu erwartenden Verhéaltnisse zu Ubertragen:

e Die Schafstibia ist in Form und Grof3e mit menschlichem Knochen
vergleichbar.

e Sie lasst sich mit gebrauchlichem humanmedizinischem Instrumentarium
bearbeiten.

e Sie liegt wie die menschliche Tibia in der Tragachse der GliedmalRe und
erfahrt ein &hnliches Belastungsmoment.

e Die Geschwindigkeit der ablaufenden Regenerationsprozesse sind mit der
menschlichen Knochenregeneration weitestgehend vergleichbar (Wissing et
al., 1990; Stiinzle et al., 1998).

Der Bohrlochdefekt als Operationsmodell erlaubt dabei zusatzlich die Schaffung von
standardisierten Knochen-Defekten, welche den systematischen Vergleich
verschiedener Implantate unter vergleichbaren Bedingungen ermdglicht (Stiinzle et
al., 1998).

Die Untersuchungen wurden 10 Tage nach der Implantation durchgefiihrt, um den
Einfluss und das Ausmall der entzindlichen Reaktion auf die verwendeten
Biomaterialien beurteilen zu kénnen und anhand dieser Beobachtungen eine
Aussage Uber die Biokompatibilitdt machen zu kénnen. Diese Beurteilung beschrankt
sich aufgrund der geringen Anzahl der Tiere pro Vergleichsgruppe auf eine

deskriptive Analyse.
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3 Material und Methode

3.1 Versuchstiere

Nach entsprechender Genehmigung wurden fur die drei Versuchsabschnitte 2-
jahrige weibliche Merino-Schwarzkopfschafe an der linken Tibia operiert. Diese
Schafe entstammten dem Gut Bendeleben GbR und wurden eigens fir Tierversuche
gezuchtet. Ihr Gewicht lag im Mittel bei 50,1 kg.

Die Tiere wurden am Institut fur innovative Medizin in Beichlingen artgerecht im
Tierstall und auf der Weide gehalten, mit Rauh- und Saftfutter ernéhrt, erhielten

Wasser ad libitum und standen unter permanenter tierarztlicher Kontrolle.

Das Institut fur innovative Medizin in Beichlingen ist speziell auf Tierversuche und die
veterinarmedizinische Betreuung der Versuchstiere ausgelegt. Es verfugt Uber alle
erforderlichen Genehmigungen fir die Tierhaltung und die Durchfihrung von
Tierversuchen (Veterinar- und Lebensmitteliberwachungsamt S6mmerda, Landes-

verwaltungsamt Weimar)

3.2 Versuchsaufbau

Nach Genehmigung der Tierversuche durch das Thiringer Landesamt fur
Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz in Weimar wurden vier Gruppen
gebildet: drei entsprechend der zu untersuchenden Knochenersatzmaterialien und
eine Gruppe mit Leerdefekten zur Kontrolle. In der ersten Gruppe (Gruppe I: n=3)
wurden die Tibiadefekte mit TCP-Zement gefiillt. Den Schafen der zweiten Gruppe
(Gruppe II: n=2) Schafen wurde CaP (Calcibon®)-Granulat implantiert, in der dritten
Gruppe (Gruppe llI: n=5) wurden die Bohrlochdefekte mit CaP-Zement in Verbindung
mit Phosphoserin versorgt. In der vierten Gruppe (Gruppe IV: n=3) wurden die
Defekte nicht gefiillt sondern nur mit einem Knochendeckel verschlossen und dienten
somit zur Kontrolle. Nach den Implantations-Operationen wurden die Schafe 10 Tage
p.i. am Institut in Beichlingen gehalten bevor sie fir die Explantation in Vollnarkose
gelegt und schlieBlich euthanasiert wurden. Die explantierten Tibiakopfe wurden
anschlieBend fir die histomorphologische Beurteilung sowie die immun- und

enzymhistochemischen Untersuchungen aufbereitet.
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3.2.1 Knochenersatzmaterialien

Bei den verwendeten Fillmaterialien handelt es sich zum Einen um einen in situ

aushartenden Knochenzement, dessen Hauptkomponente B-TCP ist (Stryker, USA).

Das zweite zum Einsatz gekommene Knochenersatzmaterial in Granulat-Form (CaP-
Granulat (Calcibon® Granules, BioMet Merck, Darmstadt)) entspricht in seinen
Ausgangsmaterialien (Kalzium- und Phosphat-Salze) dem nachfolgend beschrieben-
en Zement-Pulver. Uber ein spezielles Herstellungsverfahren wurde ein poroses
Granulat bestehend aus mikrokristallinem, karbonatisiertem, kalziumdefizienten
Hydroxyl-Apatit mit einer Partikelgré3e zwischen 2 und 4 mm hergestellt, welches in
seiner chemischen Zusammensetzung und kristallinen Struktur dem mineralischen
Anteil des naturlichen Knochens entspricht. Durch das spezielle
Herstellungsverfahren wurde eine Makro- (150-550um) und Mikroporgsitat (<10pm)
geschaffen, die zum einen das Einwachsen von neu formiertem Knochen und die
Vaskularisierung desselben gewahrleisten soll, zum anderen zu einer im Vergleich

zu dem Calcibon®-Pulver reduzierten Kompressionsfestigkeit (4-7 MPa) fiihrt.

Nach Herstellerangaben ist dieses Material zur Auffillung und Rekonstruktion von
groBen, nicht- infizierten, metaphyséren, spongiésen Knochendefekten
unterschiedlichster Genese bestimmt, die unter Umstanden zuséatzlich mit einer

ausreichenden Osteosynthese versorgt werden mussen.

Die Grundlage fir den dritten verwendeten Knochenersatz bildet ein
Calciumphosphat-Zement (InnoTERE GmbH, Dresden). Dieser besteht aus zwei
Komponenten: einem Pulver, das mit einer flissigen Komponente im Operationssaal
zu einer modellierbaren Paste angemischt wird. Die Ausgangsstoffe des Pulvers sind
a-Trikalziumphosphat (a-TCP), Kalziumhydrogen-Phosphat (CaHPOy,),
Kalziumcarbonat (CaCQO3), und prazipitiertes Hydroxylapatit (pHA). Die Flissigkeit ist
eine wassrige Losung (4 wt%) des phosphathaltigen Salzes Di-Natrium-
Hydrogenphosphat (Na;HPO,). Diese initiiert in einer ,liquid-to-powder ratio“ von 0,4
ml/g als Starterlésung den Aushartungsprozess der Paste, die sofort eingesetzt
werden kann und ohne Warmeentwicklung abbindet. Dabei steigt die
Kompressionsfestigkeit mit der Abbindereaktion an: schon nach 6 Stunden ist die
Kompressionsfestigkeit von spongiosem Knochen erreicht und nach 3 Tagen betragt

sie bis zu 60 MPa. Die mikrokristalline Struktur des ausgehérteten Materials



Material und Methode

entspricht in seiner chemischen Zusammensetzung der Kalziumphosphat-
komponente des natirlichen Knochens: karbonatisierter, kalziumdefizienter
Hydroxylapatit. Zu den weiteren positiven Eigenschaften sind die Modellierbarkeit in

situ und die Applikationsmoglichkeit in blutende Defekte zu z&hlen.

Dem beschriebenen Ausgangspulver wurde am Max Bergmann Zentrum fir
Biomaterialien (Institut fur Materialforschung, Technische Universitat Dresden,
Dresden) O-Phospho-L-Serin (Fluka, Buchs, Schweiz) in einer Konzentration von 10

mg/g zugesetzt.

3.3 Operationen

3.3.1 OP-Vorbereitung

Alle Tiere wurden wahrend einer Adaptationsphase an den Tierstall gewdhnt.
Wahrenddessen wurden sie einer hamatologischen und parasitologischen
Untersuchung unterzogen. Alle Tiere wurden vor Aufstallung in Hinblick auf

Rickettsien-Befall serologisch untersucht mit negativem Ergebnis.

3.3.2 Narkose

Die Anasthesie-Einleitung und perioperative Uberwachung erfolgte durch einen
Tierarzt. Die Tiere erhielten als Pramedikation Xylazin 2%. Zur Intubation wurden 6
ml des Analgo-Anasthetikums Ketanest 10%® in Kombination mit dem Muskel-
relaxans My301 5%® appliziert. Die Anasthesie wurde durch eine Inhalationsnarkose

mit Sauerstoff, Lachgas und Halothan aufrechterhalten.

3.3.3 Implantations-Operation

Die  Operation erfolgte unter aseptischen Bedingungen in  einem
veterindrmedizinischen Operationssaal. Nach der Rasur der linken Hintergliedmal3e
und ordnungsgemaler chirurgischer Desinfektion mit Jod-PVP-L6sung wurde das
Operationsfeld steril abgedeckt. Es folgte der Zugang zum Tibiakopf von medial.
Nach dem Hautschnitt und stumpfer Praparation des Unterhautgewebes wurde das
Periost abgeldst. AnschlieBend wurde mit Hilfe einer innengekuhlten Diamant-
hohlschleife (Diamant Bone Cutting System DBCS, Stryker, USA) etwa einen

Zentimeter unterhalb der Gelenkflache ein 20 mm tiefer und 12mm breiter Substanz-
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defekt geschaffen. Der Vorteil dieses Systems ist, dass es durch Flussigkeit gekuhlt
wird und damit trotz schneller Rotation im umliegenden Gewebe nur minimale
Hitzenekrosen verursacht. Der so entstandene Knochenzylinder wurde mit einer
Entnahmehulse entfernt (Abb. 5). Nun wurde der Defekt mit physiologischer Koch-
salzlésung gespult um entstandenes Bohrmehl zu entfernen, anschlielBend mit dem
zu prufenden Knochenersatzmaterial aufgefillt (Abb. 6) oder im Falle der Leer-
defekte ungeftillt mit einer Scheibe des entnommenen Zylinders abgedeckt. Es folgte

ein schichtweiser Wundverschluss durch Naht und ein Sprihverband.

Abbildung 5: Operationssitus nach Abbildung 6: Operationssitus hach
Entnahme des Knochenzylinders Implantation des CaP-Granulates.
3.34 Postoperative Nachsorge

Die Tiere erhielten intra operationem eine antibiotische Prophylaxe und wurden
wahrend der Aufwachphase auf angemessener Einstreu standig Uberwacht.
Anschlieend wurden sie artgerecht in einer Laufbox im Tierstall gehalten mit
Zugang zur Weide nach zwei Tagen. Die Tiere erhielten nach Indikation Metamizol

zur Analgesie.

3.35 Explantations-Operation

Die Explantation und Euthanasie der Tiere erfolgte in Vollnarkose. Nachdem in der
linken Leiste die Arteria femoralis und Vena femoralis freiprapariert wurden, wurden
die Schafe sofort mit einer todlichen Dosis T61® euthanasiert. Im Anschluss an die
Totung der Tiere erfolgte die Spulung der GefaRe mit physiologischer Kochsalz-
Losung Uber die Arteria femoralis nach Er6ffnung der Vena femoralis. Dies wurde

solange fortgesetzt, bis die Lésung klar wurde und makroskopisch keine Hinweise
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mehr auf Blutbeimengungen zu sehen waren. Es folgte die Préparation der linken
Tibia und das Absetzen des Tibiakopfes mit einer Drahtsédge. Der so gewonnene
Tibiakopf wurde in saggitaler Schnittfihrung aufgesagt, dabei wurde die Dicke der
entstehenden Scheiben der spateren Verwendung entsprechend gewahlt. So wurde
fur Knochenscheiben, die der Erstellung von Dunnschliffen dienen sollten, eine Dicke
von 3-4 mm gewahlt. Sie wurden sofort Uber 24-48 Stunden bei 5°C in Karnowsky-
Fixans (bestehend aus 4%iger, gepufferter Paraformaldehyd-Losung (pH 7,2-7,4)
und 2% Glutardialdehyd) eingelegt. Fur die fur Paraffin-Schnitte geplanten Proben
wurde eine Schichtdicke von zwei mm gewahlt, sie wurden 24-48 Stunden in 4%iger
bei pH 7,2-7,4 gepufferter Paraformaldehyd-L6sung fixiert. Fir die Scheiben, die fur
die Herstellung von Semidinnschnitten vorgesehen waren wurde eine Starke von
einem mm gewahlt. Diese wurden fur 10 Stunden in Yellow-Fix-Fixiermedium bei 5°C
eingelegt. Dieses Medium besteht aus 2%iger bei pH 7,3 gepufferter
Paraformaldehyd-L6sung, 2% Glutardialdehyd und 0,02% Pikrin-Saure.

3.4 Bearbeitung der Proben fur die Lichtmikroskopie
34.1 Histologie
34.1.1 Trenn-Dunnschliff-Technik

Die Trenn-Dunnschliff-Technik ist eine Methode um diinne Schliffe von nicht schneid-
baren Geweben fur die lichtmikroskopische Auswertung ohne Entkalkungsprozedur
herzustellen. Nicht schneidbare Gewebe sind zum Beispiel Implantat-tragende
Knochen, dicke Kortikalis, zahntragende Kieferabschnitte oder hypermineralisierte
Knochenteile. Die hier verwendete Technik wurde von Donath und Breuner (1982)

entwickelt und wird heute taglich in der Routine-Diagnostik angewendet.

Um einen Schliff nach der Trenn-Dunnschliff-Technik durchfihren zu kénnen, muss
die fixierte Gewebe/Implantat-Scheibe zunachst in Kunststoff eingebettet werden.
Dabei richtet sich die Wahl des zu verwendenden Kunststoffes nach der geplanten
Untersuchungstechnik: ist eine Standard-Farbung wie Toluidin-Blau oder Hamatoxy-
lin-Eosin vorgesehen, bettet man die zu untersuchenden Proben in Technovit 7200
(T7200, Kulzer EXAKT, Wehrheim) ein, soll dagegen an dem Schliff zusatzlich eine
immun- oder enzymhistochemische Untersuchung durchgefiihrt werden, so empfiehit
sich die Einbettung in Technovit 9100 NEU KOMBI (T9100 Kulzer, Wehrheim).
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Einbettung in T7200:

Zunachst wurden die Proben nach einem Spil-Schritt in 0,1m Natrium-Phosphat-
Puffer zur Entwéasserung durch eine aufsteigende Alkohol-Reihe (70%, 80%, 96%,
100%, 100%, 100% fur je 1-3 Tage) gefuhrt. Nun Uberfihrte man die Proben fur
jeweils 48 Stunden in Losungen, in der Technovit 7200 und reines Ethanol in unter-
schiedlichen Mischverhaltnissen vorlagen: 30/70, 50/50, 70/30. Es folgte das
Uberfiihren in Technovit 7200 I, Il und 1lI, zu denen jeweils BPO (Dibenzoylperoxid,
EXAKT Firma Hereus-Kulzer, Werheim) in 1%iger Konzentration zum Beschleunigen
der Infiltration zugemischt wurde. Die Verweildauer in den L&ésungen richtet sich
dabei nach der Dicke und Oberflache der Proben: kleine Proben blieben jeweils 2

Tage, grol3e je 4 Tage in den Losungen.

Nun folgte das Ausblocken. Die Proben wurden zunachst auf dem Boden der
Einbettmulde mit Technovit T7230 (Kulzer, Wehrheim) festgeklebt, wonach die Mulde
mit Technovit 7200 + BPO (1%) unter Vermeidung von Luftblasen aufgefllt wurde.
Die so vorbereiteten Proben wurden nun zur Polymerisation in das Licht-Polymeri-
sationsgerat Histolux (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) gestellt, wo sie fur 2
Stunden unter Gelblicht vorpolymerisierten, um im Anschluss daran endgultig Uber
10 Stunden unter Blaulicht zu polymerisieren. Anschliel3end wurden die Proben tber
Nacht in den auf 40°-50°C vorgeheizten Warmeschrank verbracht, da BPO seine
Wirkung nur bei Warme entfaltet. Vor der Entnahme aus dem Schrank sollten die

Probe langsam abzukiihlen, um Spannungsrisse zu vermeiden.

Einbettung in T9100:

Auch hier wurden die Proben zunachst durch eine aufsteigende Alkohol-Reihe
gefuhrt (analog Einbettung in T7200), es folgte die Behandlung mit Xylol fur 24
Stunden anschlieBend die aus drei Schritten bestehende Préinfiltration. Dabei fanden
die beiden ersten Schritte bei Raumtemperatur und der letzte Schritt bei 4°C statt.
Fur den ersten Schritt wurden die Praparate fir 3 Tage in ein Gemisch aus Xylol und
stabilisiertem T9100 (1:1) verbracht, das auf einem Ruttler in Bewegung gehalten
und mehrfach fir 10 Minuten im Exsikkator evakuiert (200mbar) wurde. Im nachsten
Schritt kamen die Proben abermals fiir 3 Tage in stabilisiertes T9100 gemischt mit
dem Harter 1. Auch dieses Gemisch wurde laufend bewegt und mehrfach im

Exsikkator evakuiert. Wieder 72 Stunden spéater erfolgte der letzte Schritt der
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Prainfiltration: das Verbringen in entstabilisiertes T9100 vermischt mit Harter 1.
Dieses wurde auf 4°C gekuhlt und ebenfalls mehrfach fir 10 Minuten evakuiert.

Nun folgte die eigentliche Infiltration: bei 4°C wurde dem T9100/Hé&rter 1- Gemisch
PMMA- Pulver (Polymethylmethacrylat, EXAKT Apparatebau, Norderstedt) zugeftigt.
Dieses reduziert die Polymerisationswdrme, um einen besseren Polymeri-
sationsablauf zu gewahrleisten. Auch in dieser Mischung verblieben die Proben fir
72 Stunden.

Anschliel3end folgte die Polymerisation: die Proben wurden in Einbettformen gelegt
(Hereus Kulzer, Wehrheim) und mit der Polymerisations-Lésung Ubergossen. Die
Komponenten der Polymerisationslosung, Stammlésung 1 und 2 wurden vorher
vorbereitet und im Verhaltnis 9:1 vermischt. Nun wurden die Proben im Exsikkator
wieder fur 5 Minuten evakuiert, anschlieBend randvoll aufgefiullt und ohne
Blasenbildung verschlossen. Die Polymerisation fand bei -4°C flir 2 Tage im
Kihlschrank statt.

Um den das jeweilige Praparat enthaltenden Kunststoffblock weiter bearbeiten zu
kénnen musste der Block, auf der Préparat-fernen Seite aufgeraut, mit Hilfe der
EXAKT Vakuum-Klebepresse (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) und Technovit
4000 (Kulzer, Wehrheim) auf einen ebenfalls aufgerauten, beschrifteten Plexiglas-
Objekttrager aufgebracht werden. Es folgte das Freilegen der Préaparat-Oberflache
mit dem EXAKT Mikroschleif-System (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) und einem
Schleifpapier mit 500er Kérnung. Dieses tragt unter standiger Befeuchtung langsam,
in oszillierenden Bewegungen, das Uberschiissige T7200 oder T9100 von dem
Praparat ab. Unmittelbar nach Freilegen der gesamten Préaparat-Oberflache wurde

das Praparat von dem Mikroschleif-System genommen.

Bevor nun auf die freigelegte Seite des Praparates ein Objekttrager aufgeklebt
werden konnte, mussten die Objekttrager zunachst vermessen werden. Dabei war zu
beachten, dass bei dem Glasobjekttrdger maximal 3 pum Varianz in der Dicke
auftreten darfen. Auch die absolute Dicke von dem Plexiglas-Objekttrager mit Kleber
und Block wurde notiert. Anschlieend wurden die geeigneten Glas-Objekttrager mit
Silicoup (Kulzer, Wehrheim) beschichtet. Zum Kleben wurde der beschichtete
Objekttrager mit Vakuum in der EXAKT Klebepresse befestigt. Dann wurde der Block

mit dem Prazisionskleber Technovit T7210 unter Vermeidung von Luftblasen auf
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dem beschichteten Objekttrager geklebt. Dieser Kleber polymerisiert danach binnen
10 Minuten unter Blaulicht. Die Gesamt-Dicke des ,Sandwiches“ wurde bestimmt und
durch Subtraktion der absoluten Dicke und der Glas-Objekttrager-Dicke von der

Sandwich-Dicke konnte die Dicke des T7210 errechnet werden.

Nun befestigte man den ,Sandwich® auf dem beweglichen Schlitten des EXAKT-
Trennschleifsystems (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) mittels Vakuum und brachte
ihn vor dem S&ageband in Stellung. Die Diamant-beschichtete Bandsége durchtrennte
nun den Block auf der dem Glasobjekttrager zugewandten Seite. Dabei wurde der
Block mit einer definierten Kraft gegen die Sége gedruckt.

Derart durchtrennt, wurde wiederum die Dicke des Glasobjekttragers mit Praparat
gemessen. Nun wurde das Praparat im EXAKT Mikro Schleifsystem (EXAKT
Apparatebau, Norderstedt) auf die gewtnschte Dicke abgetragen und anschlie3end
poliert. Das Polieren war gleichzeitig der Abschluss der Herstellung eines Dunn-
schliffs.

Farbung

Bei der Farbung der Praparate musste je nach verwendetem Kunststoff

unterschiedlich vorgegangen werden:

Die in Technovit 7200 eingebetteten Schliffe mussten im Vorfeld der Farbung
zunachst angeatzt werden. Dafur wurden sie unter standigem Ruhren fir 10 Minuten
in 20%iges H,O, Uberfuhrt und anschlieBend unter Leitungswasser abgespiilt und
getrocknet. Zur Toluidin-Blau-Farbung wurde der Farbstoff fur 10 Minuten

aufgebracht, danach mit Wasser abgespult und der Schliff getrocknet.

Fur die Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung wurden die Schliffe mit Hamatoxilin nach
Mayer oder Hamalaun fur 5-10 Minuten benetzt, dann folgte das 10 minitige Blauen
in Leitungswasser. Eosin wurde fir eine Minute aufgetragen, mit Aqua dest.
abgespiilt und der Schliff mit EUKITT® (Sigma Aldrich, Steinheim) eingedeckelt.

Der Kunststoff T9100 musste vor dem Farben der Schliffe entfernt werden
(,Entplastung®), indem die Objekttrager zunachst dreimal fur je 20 Minuten in 2-
Methylmethacrylat (MEA, Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn) Uberfihrt wurden.
Darauf folgten zweimal 5 Minuten reines Aceton und 5 Minuten ein Gemisch (1:1)

aus Aqua dest. und Aceton. Nach einem letzten Spullen mit Aqua dest. waren die
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Schliffe entplastet und bereit fir die Farbungen.

Fur die Toluidin-Blau-Farbung wurde nun fir 20 Sekunden Toluidin-Blau
aufgetragen. Die HE- Farbung erfolgte analog der Vorgehensweise bei der Farbung
von Paraffin-Schnitten: zunachst 5 Minuten Hamatoxylin nach Mayer, dann 10

Minuten Blauen, zum Schluss eine Minute Eosin.

Im Anschluss an die Farbung fuhrte man die Préaparate durch eine aufsteigende
Alkohol-Reihe (70%,80%, 96%, 100%, 100%) und brachte sie zwei mal in das
Intermedium Xylol, bevor sie mit EUKITT® (Sigma Aldrich, Steinheim) eingedeckt

wurden.

3.4.1.2 Paraffin-Technik

Um die zu untersuchenden Knochenpraparate strukturerhaltend schneiden zu
kénnen, musste der Knochen zuvor entkalkt werden. Die schnellste und schonendste
Methode dafur ist das Entkalken mit Ethylendiamintetraessigséure (EDTA). Es bilden
sich wasserldsliche, komplexe Verbindungen des Calciums an das EDTA, welche
dann durch Auswaschen beseitigt werden. Je nach Grol3e und Strukturdichte

variierte die Entkalkungszeit.

Vor Beginn der Entkalkung wurden die Praparate fur 24h in 4%iger PFA-LOsung
fixiert und anschlieBend mit 0,1M Na-P-Puffer gespiilt. Nun erfolgte die Entkalkung in
Becherglasern bei Raumtemperatur und unter standigem Rihren. Es wurde alle 2
Tage das Entkalkungsmedium erneuert. Dabei wurde immer der Entkalkungszustand
mittels einer Prapariernadel gepruft. Die Praparate waren ausreichend entkalkt, wenn
die Prapariernadel ohne nennenswerten Widerstand in das Gewebe eindringen

konnte. Im Durchschnitt dauerte dies etwa 30 Tage.

Entkalkung (Standard-Protokoll)

Durch Mischen von 17g TRIZMA®-Base (Trishydroxymethylaminomethan, Sigma,
Steinheim) und 50g TITRIPLEX 1II® (Ethylendiamintetraessigsaure, Merck,
Darmstadt) mit 500ml Aqua dest. wurde die Entkalkungsfliissigkeit angesetzt und auf

einen pH von 7,3 eingestellt.
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Einbettung in Paraffin (Standard-Protokoll):

Vor der Paraffineinbettung wurden die Praparate Uber eine Stunde unter
Leitungswasser gewaschen, mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (70% fur 10h,
80% ,96%, 100%, 100% fur je 1 h) entwassert und zweimal 15 Minuten in Xylol
inkubiert. AnschlieRend wurden die entwasserten Préaparate im Einbettautomat in
Paraffin (ROTI®-PLAST, C.Roth GmbH, Karlsruhe) eingebettet. Nach dem Erstarren

wurden die Proben bei -20°C aufbewahrt, um weiter auszuhéarten.

Herstellung von Paraffinschnitten

Zur Herstellung der Paraffinschnitte wurde ein Rotationsmikrotom (Leica RM2155,
Leica Intruments GmbH, Nussloch) verwendet. Dazu wurden die Préparate in der
Haltevorrichtung fixiert, die Oberflache des Praparates planparallel zur
Mikrotomklinge (Feather Microtome Blades R35, Japan) ausgerichtet und die
Oberflache des Knochenpréaparates vorsichtig freigelegt. Nun wurden Schnitte von
4um Dicke abgetragen, auf Wasser schwimmend gegléattet und anschlieRend auf
Objekttrager (Langenbrinck, Emmendingen) aufgezogen, die zuvor mit APES ((3-
Aminopropyl)Triethoxysilan) beschichtet wurden. AbschlieRend wurden die Schnitte

luftgetrocknet.

Farbungen

Fur den Farbevorgang mussten die Praparate wiederum mit Xylol entparaffiniert
werden, durch eine absteigende Alkohol-Reihe gewassert werden und in Aqua dest.

verbracht werden.

Fur die HE-Farbung wurden sie fur 5 min in Mayers Hamalaun-Losung (Merck,
Darmstadt) gefarbt und anschlieRend fir 10 min unter Leitungswasser geblaut. Es
folgte die Farbung in Eosin (Certistain® Eosin G, Merck, Darmstadt) fiir eine Minute.
Dieses wurde mit Aqua dest. abgewaschen, wonach die Objekttrager durch eine
aufsteigende Alkohol-Reihe (70% ,80%, 96%, 100%) und Xylol geflhrt wurden.
AnschlieBend folgte das Eindeckeln in DePeX (Gurr®, VWR International Ltd., Pooke,
England).

Fur die Toluidin-Blau-Farbung wurden die Praparate fir 10 Sekunden in Toluidin-
Blau-Losung (Waldeck GmbH & Co, Munster) gefarbt und im Anschluss mit sehr

kurzen Zeiten durch die aufsteigende Alkohol-Reihe geflhrt, um einer Entfarbung
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entgegenzuwirken. Zum Schluss folgte das Intermedium Xylol und das Eindecken in
DePex (Gurr®, VWR International Ltd., Pooke, England).

3.4.1.3 Semidinnschnitte

Epon ist ein Einbettungsmedium auf Epoxidharzbasis, welches zur Herstellung von
Semi-Diunnschnitten und fur die Transmissionselektronenmikroskopie genutzt wird
aufgrund seiner guten Konservierung der Ultrastruktur der Praparate. Es lassen sich
durch diese Art der Einbettung Schnitte mit einer Dicke von 1 um herstellen.

»Epon“Einbettung

Dafur mussen zunachst die Reste der in Yellow-Fix enthaltenen Pikrinsdure durch
mehrfaches Waschen in 0,1M Cacodylat-Puffer (pH 7,2-7,4) entfernt werden bevor
die Proben in mit selbigem Puffer gepufferter 1%iger Osmiumtetroxid-Lésung Uber 2
Stunden nachfixiert werden konnten. Nach anschlieRendem grindlichen Waschen in
der Pufferlosung folgte das Entwassern in einer aufsteigenden Alkohol-Reihe bevor
das eigentliche Einbetten beginnen konnte. Dazu wurden die Proben Uber 6 Tage in
Gemischen aus Xylol, einem aufsteigenden Gehalt an Epon (Serva) und 1,5%
(bezogen auf das Gesamtgemisch) Reaktionsbeschleuniger behandelt, wobei ein
Unterdruck von -600 mbar eine optimale Penetration der Proben gewahrleistete. An
den letzten beiden Tagen wurden die Praparate mit reinem Epon unter Unterdruck
versetzt, bevor die Polymerisation zundchst fir 3 Stunden bei 48°C und dann

nochmal fur 20 Stunden bei 60°C erfolgte.

Die Herstellung von Schnitten erfolgte an einem Ultramikrotom (,Ultracut®, Reichert-
Jung), die so gewonnenen Semidinnschnitte mit einer Schnittdicke von 1 um wurden

anschlieend auf Objekttrager aufgebracht und luftgetrocknet.

Farbung

Die Semidunnschnitte werden zunachst mit Toluidin-Blau (1% Toluidinblau (Chroma,
Minster) + 1% Dinatriumtetraborat (Merck, Darmstadt)) auf einer Warmeplatte bei
70-80°C fur 20 Sekunden gefarbt, bevor nach Spilung mit Aqua dest. die
Gegenfarbung mit Safranin O (1% Safranin (Merck, Darmstadt) + 1%
Dinatrimtetraborat (Merck, Darmstadt) durchgefuihrt wird. Dieses lasst man nur 5
Sekunden einwirken, bevor es mit Aqua dest. abgespult wird. Anschliel3end werden

die Semi-Dunnschnitte eingedeckelt.
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3.4.2 Histochemische Methoden

34.2.1 Enzymhistochemie - TRAP

Fur den enzymhistochemischen Nachweis der Tartrat-resistenten sauren

Phosphatase (TRAP) wurden 2 Farbeldsungen angesetzt:

Losung 1: 35 mg Naphthol-AS-TR-Phosphat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) + 125ul N-
N-Dimethylformamid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Ldsung 2: 57,5mg Dinatrium-Tartrat-Dihydrid (Merck, Schwalbach) + 35 (FastRed TR
Salt, Aldrich CC, Milwaukee) in 25ml 0,1M Natriumacetatpuffer (Merck, Schwalbach)
(pH 5,2).

Die Losungen 1 und 2 wurden im Anschluss in 25ml Acetatpuffer (pH 5,2) zur

Gebrauchslosung zusammengefihrt.

Standard-Protokoll ,,Paraffin “

Nach der Entparaffinierung und Wasserung der Schnitte in einer absteigenden
Alkoholreihe und Einstellen des pH auf 5,2 mittels Acetatpuffer wurde auf die
Objekttrager die Gebrauchslésung verbracht, um sie darin fur 20 Minuten bei 37°C
im Dunkeln zu inkubieren. Anschlie3end erfolgte die zwei minutige Kernfarbung mit
Hamatoxilin (Instant-Hematoxylin, Sahndon Inc., Pittsburgh, 1:1 verdinnt in Aqua
bidest.) und das Stabilisieren des Farbstoffs in Leitungswasser. Dieses wurde im
Anschluss durch Aqua dest. ersetzt. Das Eindeckeln erfolgte mit Kaisers Glycerin-

Gelatine (Merck, Darmstadt).

Standard-Protokoll ,,Technovit T9100“

Nach Entplastung erfolgte die TRAP-Farbung analog dem oben beschriebenen
Standardprotokoll ,Paraffin®, allerdings wurden die Schliffe nur fir 10 Minuten

inkubiert. Eingedeckelt wurde ebenfalls mit Kaisers Glyceringelatine.

3.4.2.2 Immunhistochemie

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurde aufgrund der hoheren
Sensitivitat - verglichen mit der PAP-Methode - die Avidin-Biotin-Komplex-Methode
(ABC-Methode) ausgewahlt. Diese basiert auf der hohen Affinitat (Kn=10") von

(Strept)Avidin fur Biotin. Dieses befindet ist mit dem Sekundarantikérper konjugiert,
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der seinerseits gegen den Primarantikorper gerichtet ist. Es werden also fur die
Methode drei Reagenzien bendtigt: Priméarantikorper (gerichtet gegen das
nachzuweisende Antigen), biotinylierter Sekundarantikdrper (gerichtet gegen den
Priméarantikorper) und der Peroxidase-konjugierte (Strept)Avidin-Biotin-Komplex. Im
Anschluss daran wird der Antigen-Antikdrper-Komplex mit einer geeigneten Substrat-
Chromogen-L6sung sichtbar gemacht und eine Kernfarbung durchgefuhrt.

Standardprotokoll ,,Paraffin“:

Nach der Entparaffinierung in zwei mal 5 Minuten Xylol wurden die Préparate
zunéchst zweimal gespult: zunachst 5 Minuten in Aceton und anschlieRend
wiederum 5 Minuten in einem Gemisch aus Aceton und Pufferlésung (im Verhéaltnis
1:1). Anschliel3end wurden sie in Waschpuffer tberfuihrt, der aus Tris-NaCl-Puffer
(Tris-Buffered Solution, TBS: 0,15 mol/l NaCl + 0,05 mol/l Tris/HCI, pH 7,3) und
0,025% Triton-X (Merck, Darmstadt) bestand. Um nun die Aktivitat der endogenen
Peroxidase zu hemmen folgte eine 5 minitige Inkubation in 3%igem H,0,, der
wieder ein zweimaliges Waschen in Waschpuffer-Losung folgte. Nun konnte der mit
Hintergrund-reduzierendem Verdunnungspuffer (DAKO, Denmark; Code S3022)
verdinnte Primar-Antikérper aufgebracht werden, welcher im Anschluss fur 16
Stunden bei 8°C in einer feuchten Kammer wirkte. Nach dem Abspulen des
Primarantikorpers wurden die Praparate mit dem mit Schafserum verdinnten
biotinylierten Sekundarantikérper bei Raumtemperatur fir 30 Minuten in der feuchten
Kammer inkubiert. Nach den notwendigen Spulschritten in Waschpuffer (zweimal 2
Minuten) wurde der mit Tris-NaCl-Puffer (pH 7,3) verdinnte, Peroxidase-konjugierte
Streptavidin-Biotin-Komplex (DAKO, Denmark; Code K0355) aufgebracht und fur 30
Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer belassen. Nach weiteren
Spulschritten in Waschpuffer (zweimal 2 Minuten) wurde das Chromogen
(NovaRED®Substrate kit for Peroxidase, Vector Laboratories, USA) fiir 5 Minuten
aufgetragen und nach abermaligem Spulen mit Aqua bidest. und Aqua dest. eine
Kernfarbung mit Hamatoxilin durchgefuhrt. AbschlieBend wurden die Praparate wie
zuvor beschrieben in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und anschlie3end
mit DePeX eingedeckt. Zur Negativkontrolle wurden die Schnitte im Verdinnungs-

puffer ohne Primarantikorper inkubiert.
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CD16

Zur CD16-Markierung wurde der monoklonale (Klon 2H7) aus der Maus stammende
Antikdrper der Firma AbD Serotec verwendet. Dieser ist gegen humanes CD16
gerichtet und kam in der hochsten in der Literatur angegebenen Verdinnung von
1:20 zum Einsatz. Als Sekundarantikorper wurde ein biotinylierter, gegen
Immunglobuline der Maus gerichteter Antikdrper aus dem Hasen benutzt (DAKO,
Denmark; Code E0354).

Fur diesen Nachweis kamen sowohl native als auch zur Antigen-Demaskierung
vorbehandelte Paraffin-Schnitte zum Einsatz. Thermisch vorbehandelte Schnitte
wurden 20 Minuten bei 90°C in Citrat-Puffer (pH 6,0) erhitzt, anschlie3end folgte
langsames Abkuhlen Uber weitere 20 Minuten. Zur enzymatischen Antigen-

Demaskierung wurden die Schnitte fir 5 Minuten mit Pronase (0,5 mg/ml) behandelt.

CD68

Bei dem verwendeten CD68 Primarantikbrper handelt es sich um einen
monoklonalen (EBM-11) Antikorper (DAKO, Denmark; Code No. M 0718) aus der
Maus, der gegen humanes CD68 gerichtet ist. Dieses Antigen wird
intrazytoplasmatisch, moglicherweise assoziiert mit Lysosomen, von Monozyten,
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und wenigen Lymphozyten exprimiert. Er
wurde auf allen Schnitten in der Verdinnung 1:50 angewendet. Als
Sekundarantikdrper wurde ebenfalls der biotinylierte, gegen Immunglobuline der
Maus gerichteter Antikorper aus dem Hasen benutzt (DAKO, Denmark; Code
E0354).

CD44

Fur den Nachweis von CD44 wurde der monoklonale Primarantikdrper (clone
MAC329) der Firma Serotec, UK (code MCA 1449), verwendet. Gewonnen aus der
Ratte bindet der Antikdrper vom Isotyp IgG1 an CD44 des Schweines. Da aber auch
eine Reaktivitat bei Schafen gezeigt werden konnte, kam er hier, 1:25 verdinnt, zum
Einsatz. Als Sekundar-Antikérper wurde ein biotinylierter gegen IgG der Ratte
gerichteter Antikorper aus dem Hasen (DAKO, Denmark; Code E0467) benutzt.
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Doppelinkubation CD44 / CD68

Bei der Doppelinkubation wurde CD44 als erster Antikorper analog zu dem oben
beschriebenen Standardprotokoll fir die ABC-Methode eingesetzt. In diesem Fall
kam allerdings das Chromogen 3,3 -Diaminobenzidin (DAB, DAKO, Denmark) zum
Einsatz. Fur den folgenden Nachweis von CD68 wurde nach der Alkalische-
Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP)-Methode vorgegangen: Dazu
wurde nach Abspilen des DAB mit Aqua dest. der aus der Maus stammende
Primér-Antikdrper gegen CD68 lber Nacht aufgebracht. Nun wurde fur 30 Minuten
der verdunnte (1:25 in 3%BSA +0,1%Triton + 1:8 Schafserum) nicht-biotinylierte,
gegen die Maus gerichtete Sekundar-Antikérper (polyclonal rabbit anti mouse, Code
70259, DAKO, Denmark) aufgetragen, der ,Brlckenantikorper® dieser Methode.
Nach dem Waschen in Waschpuffer wurde der l6sliche Enzym-Anti-Enzym-
Immunkomplex (APAAP) 1:50 verdinnt in TBS fur 30 Minuten aufgetragen.
Nachdem dieser Komplex abgewaschen war, folgte das Fuchsin (Substrat-
Chromogen-System, DAKO, Denmark) mit Levamisol (DAKO, Denmark), dieses
wurde fur 15 Minuten aufgetragen. Im Anschluss daran folgte die Gegenfarbung mit

Hamatoxilin und abschlie3end das wasserhaltige Eindeckeln mit DAKO Glycergel.

3.5 Lichtmikroskopische Auswertung

Der Auswertung diente ein Lichtmikroskop vom Typ Zeiss Axioskop 2 plus (Carl
Zeiss , Jena). Die digitalen Aufnahmen der Untersuchungsergebnisse wurden mit der
Kamera DC500 (Leica Microsystems, Wetzlar) in Verbindung mit dem Mikroskop-
Aufsatz Axiophot 2 (Carl Zeiss, Jena) mit dem Mikroskop Axioplan 2 (Carl Zeiss,
Jena) angefertigt. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit Hilfe der Software IM1000
(Leica Mikrosystems Digital Imaging, Cambridge, UK) sowie Adobe Photoshop CS3.
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4 Ergebnisse

4.1 Versuchstiere

Der Heilungsverlauf post operationem gestaltete sich bei allen operierten Schafen
komplikationslos, demzufolge fanden auch Préaparate aller Tiere Eingang in die
nachfolgenden Untersuchungen.

4.2 Auswertungsgrundlage

Zur adaquaten und differenzierten Dokumentation der in den Defekten stattge-
fundenen histologischen und zellularen Ablaufe wurde bei der nachfolgenden
Beschreibung der Defekte die von von Ddrnberg (2005) eingefihrte Systematik in
modifizierter Weise angewandt. Diese beinhaltet, wie in Abbildung 7 dargestellt, die
ringférmige Einteilung eines Defektes von peripher nach zentral. Insgesamt ergeben
sich drei Zonen: die aufl’ere Zone umfasst die Defektperipherie (DP), welche
innerhalb des Knochenlagers (KL) liegt und von Granulationsgewebe und Fett-
gewebsnekrosen gepragt wird. Den Abschluss der DP bildet stets die Bohrkante
(BK). Daran schlief3t sich die Defektmitte (DM) an, wahrend die zentralen Regionen

des Defektes das Defektzentrum (DZ) reprasentieren (Abb. 7).

Abbildung 7: modifiziert nach von Dérnberg
(2005): schematische Einteilung des
Defektes: Knochenlager (KL), Defekt-
Peripherie (DP), Defekt-Mitte (DM), Defekt-
Zentrum (DZ); Bohrkante (). Scan.
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4.3 Gruppe I: TCP-Zement

4.3.1 Histologie:

Bei den Schafen der Gruppe | stellt sich das TCP in den Defekten bei Betrachtung
der Dunnschliff-Praparate in Form von grauen, unregelméafig grofRen und
unregelmalig geformten Solitarpartikeln dar. Diese fillen den gesamten Defekt
gleichméafig von der Defektperipherie bis zum Defektzentrum aus und liegen in
unregelmaRigen Abstanden zur Bohrkante.

Schon in der Ubersicht (Abb. 8) ist zellreiches Granulationsgewebe zwischen den
Partikeln zu erkennen. In dem Lagerknochen der Defektperipherie beginnend setzt
es sich bis in die Defektmitte zwischen die Bohrkante und die ersten Implantat-
Fragmente fort. Auch das Zentrum des Defektes ist bereits von Zellen erschlossen.

Abbildung 8: Mit fragmentierten, grauen TCP-Partikeln (IP) gefullter, vollstandig zellular
erschlossener Defekt. Lagerknochen (LK) stellt sich blau dar, Bohrkante ist durch Pfeile
(") markiert. Dunnschliff T7200, Scan, Toluidinblau.
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Im intakten Knochenlager, bestehend aus Spongiosa und zwischen den Knochen-
balkchen liegendem Fettmark, ist ausgehend von den Knochenbéalkchen eine
Tendenz zur Knochenneubildung zu erkennen. Einkernige Zellen, die als
Osteoblasten zu identifizieren sind, liegen ein- oder zweischichtig epitheloid oder
kubisch geformt der Oberflache der Knochenbéalkchen an und sorgen fur eine
Verstarkung des Lagerknochens vor allem in Richtung der Bohrkante. Polykaryen
sind defektfern entlang der Oberflachen des spongidsen Lagers nur vereinzelt zu
sehen, in der Defektperipherie nahe der Bohrkante nimmt ihre Zahl jedoch deutlich
zu. Zwischen den Knochenbalkchen im Bereich der Defektperipherie liegt Fettmark,
welches in Richtung Bohrkante zunehmend von Bindegewebsfasern durchzogen
wird: Sind im intakten Knochenmark des Knochenlagers nur vereinzelt Fibrozyten zu
erkennen, so sind in der Peripherie des
Defektes in Richtung Bohrkante zu-
nehmend auch Fibroblasten anzu-
treffen. In regelmalligen Abstanden zur
Bohrkante sind, eingeschlossen in
dieses faserreiche  Bindegewebe,
innerhalb der Defektperipherie
Nekrosen des Fetttmarks zu sehen.
Anliegend an diese Bereiche sind vor
allem ein- aber auch mehrkernige,
polymorphe Zellen der monozytaren
Linie zu sehen (Abb. 9). Das die
Nekrosen umgebende Bindegewebe
findet Anschluss an das bis in das
Defektzentrum reichende Granula-
tionsgewebe. Neben den an die
nekrotischen  Areale  anliegenden

Abbildung 9: Ausschnitt aus der Defekt- | zgjlen wird es durch zahlreiche GefaR-
peripherie nahe der Bohrkante: Makro-

Anschnitte sowie durch das Vor-

phagen () an Fetigewebsnekrosen (FN), kommen von Zellen der Erythropoese,
freie, extravasal liegende Erythrozyten (E)
_ ) _ Monozyten, Makrophagen, Lympho-
und ein Gefal (G). Semidinnschnitt,
zyten und wenigen neutrophilen

Toluidin-Safranin O.
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Granulozyten charakterisiert, die frei in dem Netzwerk aus Fibrozyten und
Fibroblasten vorkommen. Ferner féallt ein zunehmendes Aufkommen an freien
Erythrozyten auf (Abb. 9).

Entlang der Bohrkante liegen Bohrmehlpartikel zwischen den Knochenbéalkchen der
Defektperipherie, deren Oberflachen von mehrschichtigen Osteoblastensdumen
belegt sind. Diese haben zum Teil schon deutlich sichtbare Mengen Osteoid gebildet
(Abb. 10, Abb. 11). An unbesetzten Bereichen des Bohrmehls liegen, den Osteo-
blasten benachbart, Makrophagen sowie Polykaryen, die bis zu 8 Zellkerne in der
Schnittebene aufweisen (Abb. 11). Die mit dem Bohrmehl assoziierten multi-
nukleédren Zellen haben eine abgeflachte Form. Sie dehnen sich entlang des zu
phagozytierenden Materials aus und weisen deutlich intrazytoplasmatische
Anschnitte von phagozytiertem Bohrmehl auf. An den Knochenbélkchen der
Bohrkante Uberwiegen ebenfalls multinukledre Zellen, die in dem Saum von

Osteoblasten zu liegen kommen.

Abbildung 10: Ubergang Peripherie zur Defektmitte: Erkennbar die deutliche
Knochenneubildung (¥) am Bohrmehl (BM) sowie die Ausbildung von zellreichem
Granulationsgewebe zwischen der Bohrkante (™\) am Lagerknochen (LK) und den
Implantat-Partikeln (IP). Paraffin, HE.
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Abbildung 11: Ausschnitt aus
Abb.10. Ubergang von Defekt-
peripherie in Defektmitte: neben
Bohrmehl (BM) phagozytieren-
den Polykaryen ( # ) ist die
intensive Besiedelung von
Osteoid (Ol)-produzierenden
Osteoblasten ( #) und bereits
eingemauerten Osteozyten (%)
zu sehen. Im faserreichen Gra-
nulationsgewebe liegen Fibro-
zyten ("), Lymphozyten () und
runde Polykaryen. Paraffin, HE.

Abbildung 12: Ausschnitt aus
Abb.10. Granulationsgewebe am
Interface: Anliegend an die TCP-
Partikel (IP) sind Osteoblasten
( ), Polykaryen ( # ) und
Fibrozyten () zu identifizieren.
Paraffin, HE.
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Abbildung 13:
Granulationsgewebe am
Interface, Aus-schnitt
aus Abb.10:

IP: TCP-Partikel
Fibroblasten ()
Lymphozyten ()
Makrophagen (%)
Polykaryen (&)
Plasmazellen ()
Paraffin, HE.

Abbildung 14: Interface im mittleren Defektbereich: Makrophagen (%) und
Polykaryen (%) mit zytoplasmatischen Einschliissen gleicher Anféarbbarkeit und
Struktur wie der implantierte Knochenersatzstoff ( +) sowie benachbarte
Osteoblasten ( #) liegen entlang der Oberflache eines TCP-Partikels (IP).

AuBerdem ein unmittelbar dem Zement grenzendes Gefall (G) und frei

vorkommende Erythrozyten (E). Semidinnschnitt, Toluidinblau-Safranin O.
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Das faserreiche Bindegewebe setzt sich im mittleren Defektbereich fort und bildet die
Grundlage des Granulationsgewebes: die Fibrozyten vor allem aber die zahlenmafig
uberwiegenden Fibroblasten orientieren sich entlang der soliden Strukturen des
Defektareals, welche durch die Bohrkante und die Zement-Partikel repréasentiert
werden. Das Granulationsgewebe ist mit Erythrozyten angereichert, die sowonhl
extravasal als auch innerhalb von kleinen und kleinsten Gefaf3en zu sehen sind. An
Entztindungszellen dominieren Makrophagen, Monozyten und Lymphozyten, es sind
weiterhin Plasmazellen sowie wenige mehrkernige Zellen zu sehen (Abb. 13). Die
Zusammensetzung des Gewebes in der Umgebung der TCP-Partikel der Defektmitte
ist unterschiedlich: Entlang der Partikel-Oberflachen in der Nahe von Bohrmehl
dominieren neben hochprismatischen sehr aktiven Osteoblasten Makrophagen und
Polykaryen, die nur selten mehr als 5 Kerne in der Schnittebene aufweisen (Abb. 12,
13). Bei diesen Zellen lassen sich phagozytierte Implantatpartikel im Zytoplasma
nachweisen (Abb. 14). An weiter zentral in den Defekten gelegenen Partikeln sind
vorwiegend mononukleére Phagozyten zu sehen.

Zwischen den Partikeln nimmt die Dichte der Fibroblasten in Richtung Defektzentrum
ab, die Matrix geht in ein Erythrozyten-reiches Fibrin-Netzwerk tiber. Am Ubergang
zum Defektzentrum dominieren neutrophile Granulozyten, Fibroblasten sind nicht zu
sehen. Zwischen den Erythrozyten sind auRerdem Plasmazellen und Lymphozyten
zu erkennen. Innerhalb des Defektzentrums ist das Zellbild sehr homogen: Hier sind
in dem Fibrin-Netzwerk interpartikular und am Implantat vor allem neutrophile
Granulozyten zu finden. Lymphozyten liegen nur vereinzelt vor. Makrophagen sind in

den zentralen Bereichen des Defektes nicht zu identifizieren.

432 Immunhistochemie

Die zum Nachweis von CD16 durchgefihrten immunhistochemischen Unter-
suchungen fuhrten auch nach thermischer und enzymatischer Antigendemaskierung

nur zu unspezifischen Signalen.

4321 CD68

Mittels des CD68 Antikérpers kdnnen Monozyten, Makrophagen und Polykaryen
monozytaren Ursprungs deutlich visualisiert werden. lhre intensive zytoplasmatische
Farbung kennzeichnet sie als solche und unterscheidet sie markant von den dbrigen

nicht markierten Zellpopulationen (Abb. 15). Entlang der Oberflachen des
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Knochenlagers sind die positiven Zellen meist 3-6 kernig, bei frei im Granulations-
gewebe lokalisierten Zellen ist die Zahl der Kerne sehr variabel: Vorwiegend sind
mononukledre Makrophagen zu erkennen, aber auch mehrkernige, runde Polykaryen
sind sicher aufgrund ihrer intensiven Farbung als Zellen monozytaren Ursprungs
anzusprechen. Sie dominieren innerhalb der Defekte in Bereichen der Bohrkante am
Ubergang von der Peripherie zur Defektmitte. Vor allem in Nachbarschaft zum dort
lokalisierten Bohrmehl ist eine hohe Zahl markierter multinukledrer Zellen zu sehen
(Abb. 16). Im Granulationsgewebe des mittleren Defektbereiches sind hauptséachlich
mononukledre Zellen detektiert. Diese liegen gleichmallig verteilt im Netzwerk aus
Fibrozyten und Fibroblasten (Abb. 17). Auch entlang der Implantatoberflachen in der
Defektmitte sind die detektierten Zellen vorwiegend einkernig, die markierten
Polykaryen haben nur selten mehr als 5 Kerne und heben sich deutlich von den nicht
markierten neutrophilen segmentkernigen Granulozyten im Defektzentrum ab. Im
Defektzentrum sind nur noch sehr vereinzelt mononukleére Zellen zu detektieren.

Daraus ergibt sich ein Gradient, der durch eine markante Haufung von positiven
Zellen um die Fettgewebsnekrosen in der Peripherie der Defekte und in Bereichen
der Bohrkante am Ubergang zu den mittleren Defektbereichen gekennzeichnet wird,
in Richtung Defektzentrum schwacher wird, bis in den Defektzentren schlie3lich

keine CD68-positiven Zellen mehr zu sehen sind.

Abbildung 15: Ubersicht
Uber den Bereich nahe
der Bohrkante. Konzen-
tration von markierten
Zellen in der Defektperi-
pherie zwischen Lager-
knochen (LK) und Bohr-
mehl (BM) und in der
Defektmitte am Implantat
(IP). Paraffin, CD68.
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Abbildung 16: Ausschnitt aus Abb.15: Im Ubergangsbereich der Peri-
pherie zur Defektmitte finden sich assoziiert mit Bohrmehl (BM) Osteo-
blasten (#), Makrophagen (%) und Polykaryen (). Paraffin, CD68.

Abbildung 17: Ausschnitt aus Abb.15: Granulationsgewebe im mittleren
Defektbereich. Die rot markierten, CD68-positiven Zellen sind frei im Granulations-
gewebe vorkommend vorwiegend mononuklear (%), anliegend an Implantat-Partikel
(IP) lassen sich Polykaryen (%) detektieren. Nicht markiert sind Plasmazellen (=)
und Lymphozyten (7). Paraffin, CD68.
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4.3.2.2 CD44

Bei allen Schafen mit TCP-gefillten Defekten koénnen CDA44-positive Zellen
nachgewiesen werden. Weil CD44 in seiner Eigenschatft als Hyaluronséaure-Rezeptor
auf einer Vielzahl migrierender Zellen unterschiedlicher Herkunft und Funktion
vorkommt, ergibt dieser Nachweis erwartungsgemafd auch in allen vorliegenden
Praparaten kein auf die Zellen der monozytéaren Linie beschranktes Ergebnis. Neben
Makrophagen und Polykaryen weisen auch aktivierte Lymphozyten und Osteozyten
ein unterschiedlich stark ausgepragtes Membran-assoziiertes Signal auf. Bei den
Zellen monozytaren Ursprungs ist das Féarbesignal, abhangig von der Lokalisation
der Zelle, entlang der gesamten Zellmembran oder nur abschnittsweise zu erkennen.
Es gilt fur alle Defektbereiche, dass adhérente Makrophagen und Polykaryen ein
deutlich schwacheres Signal bis hin zum Signalverlust an der dem zu
phagozytierenden Material zugewandten, apikalen Domdane der Zellmembran

aufweisen.

In der Peripherie des Defektes sind in der Nahe der Fettgewebsnekrosen positive
Zellen zu sehen. Diese positiven Zellen sind in der Regel vielkernig und zeigen,
sofern sie den Nekrosen direkt anliegen, ein starkes Signal der basolateralen
Zellmembran. In unmittelbarer Nachbarschaft sind haufig Gruppen von
mononukledren Makrophagen zu finden, die ein vergleichsweise schwéacheres aber
noch deutliches erkennbares, zirkumferentes Signal zeigen. Ein &hnliches Bild ist am
Bohrmehl zu beobachten: Neben den vielen nicht angefarbten Osteoblasten sind
einige stark positive vielkernige Zellen zu sehen, umgeben von schwécher positiven
mononukledren Makrophagen (Abb. 18). Frei im Granulationsgewebe innerhalb der
Defektmitte sind Monozyten und Makrophagen ebenso wie Lymphozyten jeweils

entlang der gesamten Membran markiert.

An den TCP-Partikeln nimmt die Zahl der positiven Zellen in Richtung des
Defektzentrums ab: Es sind am Rand des mittleren Defektbereiches noch eindeutig
positiv _markierte mono- und multinukledre Zellen anliegend an das TCP zu
identifizieren (Abb. 19), zeigen sich in den zentralen Bereichen vor allem markierte

Lymphozyten zwischen nicht markierten Granulozyten.
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Abbildung 18: Dargestellt sind Polykaryen im peripheren Defektbereich
nahe der Bohrkante mit einer vergleichsweise starkeren Membranfarbung

als die der umgebenden Makrophagen. Paraffin, CD44.

Abbildung 19: Situation am Interface der Implantat-Partikel (IP) im
mittleren Defektbereich: Polykaryen (1) und Makrophagen (%) mit deutlich
markierter Zellmembran erstrecken sich am Implantat umgeben von
Granulationsgewebe bestehend aus Fibrozyten (#), Makrophagen,

Lymphozyten (V) und Erythrozyten. Paraffin, CD44.
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4.3.3 Enzymhistochemie - TRAP

Der enzymhistochemische Nachweis der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase
(TRAP) zeigt eindeutige Verteilungsmuster und -signale: Dem Lagerknochen
anliegende Osteoklasten sind stark gefarbt, im intakten Fettmark des Lagerknochens
sind keine positiven Zellen zu sehen. Die die Fettgewebsnekrosen umgebenden
Polykaryen sind zum Teil nur sehr schwach angefarbt, verglichen mit der
Signalintensitdt der TRAP-Farbung in direkter Nachbarschaft dem Lagerknochen
anliegenden Polykaryen (Abb. 20).

In der Defektperipherie nahe der Bohrkante nimmt sowohl die Zahl der am
Lagerknochen anliegenden Polykaryen mit starkem Signal, als auch die der frei im
Granulationsgewebe lokalisierten TRAP-positiven Zellen deutlich zu. Diese besitzen
meist 1-5 Zellkerne. Die hochste Dichte an positiven Zellen findet sich entlang der in
Nachbarschaft zur Bohrkante lokalisierten Bohrmehlpartikeln. Diesen liegen dicht
nebeneinander aufgereiht grol3e, vielkernige Zellen an. Innerhalb des Granulations-
gewebes im mittleren Defektbereich sind nur wenige frei vorkommende positive
Zellen zu sehen. Erst mit Kontakt zu den Implantat-Partikeln werden wieder TRAP-
produzierende Zellen nachweisbar (Abb. 21, Abb. 22). Diese nehmen in Richtung
Defektzentrum sowohl was ihre Anzahl als auch was ihre Zahl an Zellkernen betrifft

ab, zentral kénnen keine positiven Zellen mehr detektiert werden.

Abbildung 20: Im Knochenlager zeigen sich Polykaryen (<7) anliegend
an Fettgewebsnekrosen (FN) nur schwach positiv markiert, wahrend in
der Nachbarschaft dem Lagerknochen (LK) mit seinem schmalen Saum
an Osteoblasten (¥) stark positive Osteoklasten (V) anliegen. Paraffin,
TRAP.
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Abbildung 21: Ubersicht des interpartikularen Granulationsgewebes: TRAP-produ-
zierende Zellen (rot) konzentrieren sich am Implantat, frei im Granulationsgewebe lassen

sich nur wenige solcher Zellen finden. Paraffin, TRAP.

Abbildung 22: Aus-
schnitt aus Abbildung
21: Polykaryen (%) an-
liegend an das Im-
plantat (IP) zeigen ein
stark positives Signal.
Monozyten (%) im
Granulationsgewebe
sind nicht angefarbt.
Lymphozyten ().
Paraffin, TRAP.
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4.3.4 Zusammenfassung Gruppe I: TCP

Bei den Defekten der untersuchten Schafen ergibt sich ein charakteristisches
Erscheinungsbild: Fragmentierungs- und LOsungsvorgange des Zementes in situ
erlauben die ErschlielBung des Defektes durch Granulationsgewebe. Dabei zeigen
die morphologischen sowie die immun- und enzymhistochemischen Unter-
suchungen, dass innerhalb eines Defektes verschiedene Phasen der Entzindung
und damit der Heilung zeitgleich durchlaufen werden. Wahrend an den
Fettgewebsnekrosen der Defekt-Peripherie eine von vielkernigen Riesenzellen
dominierte Fremdkorperreaktion zu sehen ist, ist am Ubergang zum mittleren
Defektbereich nahe der Bohrkante der Ubergang der Fremdkorperreaktion in eine
chronische Entziindung festzustellen, fir das die Dominanz der mononukle&ren
Zellen (Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen) spricht. Fusions-
prozesse von mononuklearen zu multinukledren Phagozyten haben erst vereinzelt
stattgefunden. Frei im Granulationsgewebe finden sich vorwiegend mononukleére
Phagozyten. Die TCP-assoziierten Polykaryen der Defektmitte haben in der Regel
nicht mehr als 5 Kerne in der Schnittebene, jedoch sind die starke Synthese von
CD44 und das beinahe ausschlie3liche Vorkommen von mononuklearen Phagozyten
im bereits von Kapillaren erschlossenen Granulationsgewebe Indiz fir bevor-
stehende Fusionsvorgange am Implantat zur Steigerung der resorptiven Kapazitat
und damit erstes Indiz fir eine bevorstehende Fremdkérperreaktion. In Richtung des
Defektzentrums geht das Zellbild flieRend in das einer spaten akuten Entziindungs-
phase Uber. Dort sind vereinzelt Fibroblasten zu sehen, es dominieren segment-
kernige, zum Teil pyknotische neutrophile Granulozyten in einer Fibrin-dominierten
Matrix.

Die Besiedelung der Bohrkante, des defektnahen Lagerknochens inklusive der hier
liegenden Bohrmehlpartikel sowie der benachbarten Zement-Partikel mit hoch-
prismatischen Osteoblasten lasst eine von der Peripherie in das Zentrum

fortschreitende Osteogenese erwarten.
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4.4 Gruppe Il: CaP-Granulat (Calcibon® Granules)

4.4.1 Histologie

Bei den mit CaP-Granulat versorgten Defekten ist in der Ubersichtshistologie der
Knochenersatzstoff als unregelmallig geformte, graue, partikuldre Substanz mit
geometrischen Poren innerhalb des gebohrten Defektes zu erkennen. Schon auf den
ersten Blick fallen die vom Lagerknochen der Defektperipherie ausgehenden
Knochenneubildungsprozesse auf, die sich auch entlang der Knochenersatzstoff-
Oberflachen im mittleren Defektbereich anliegend an die Bohrkante nachvollziehen
lassen (Abb. 23). Sowohl in den Poren des implantierten Materials als auch zwischen
den Partikeln ist Granulationsgewebe zu erkennen, das die Partikel vollstandig um-
schliel3t.

Abbildung 23: Das pordse CaP-Granulat (dunkelgrau, IP) flullt den Defekt vollstandig
aus. Im Bereich der Bohrkante fallt der leuchtend blau gefarbte neugebildete Knochen
auf, der den Bereich der Bohrkante ( 4 ) umgibt und sich ausgehend vom
Lagerknochen (LK) auf die Implantat-Partikel ausdehnt. (Ausschnitt). Diinnschliff T7200,

Toluidin-Blau. Scan.
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Starkere Vergrol3erungen zeigen, dass sich der Lagerknochen fern des Defektes in
einem fur das Alter der Tiere physiologischen Zustand befindet. Dort sind die
verschiedenen Phasen des Remodelings zu erkennen: Knochenabbau durch
Osteoklasten, Knochenaufbau durch Osteoblasten, sowie inaktive Areale. Zwischen
den spongidsen Knochenbélkchen liegt zellarmes Fettmark.

Mit zunehmender Annaherung an die Bohrkante stof3t man in der Peripherie des
Defektes auf Nekrosen des Fettmarks, die von Makrophagen oder mehrkernigen
Phagozyten umgeben sind. Diese Nekrosen werden von Granulationsgewebe
umschlossen, welches sich in diesem Bereich vorwiegend aus Fibrozyten,
Fibroblasten, sowie Gefal3en, Erythrozyten, und mononuklearen Entziindungszellen
zusammensetzt. Frei und oft gruppenweise in dem Gerlst aus faserreichem
Bindegewebe vorkommende Phagozyten sind sowohl ein- als auch mehrkernig. Den
Knochenbalkchen anliegend sind, ein- oder mehrschichtig angeordnet, kubisch
geformte Zellen zu sehen, die stellenweise bereits von Osteoid umgeben sind. Die
Zellen sind als Osteoblasten, respektive als junge Osteozyten, anzusprechen. Diese
Knochenneubildung betrifft den Lagerknochen der Defektperipherie, setzt sich tUber
die Bohrkante hinaus bis in den mittleren Defektbereich fort und verbindet so den
Lagerknochen mit dem eingebrachten Granulat (Abb. 24).

In der Defektperipherie nimmt mit zunehmender Nahe zu der Bohrkante auch die
Zahl an mehrkernigen Phagozyten zu, die vor allem den Bohrmehl-Partikeln und dem
Lagerknochen anliegen. Die phagozytierenden Zellen weisen, entlang der Knochen-

oberflache, eine gestreckte Form mit basaler Aufhellung des Zytoplasmas auf und

Abbildung 24: Neu
formierte Knochen-
balkchen ( # )
orientieren sich aus-
gehend von der
Bohrkante ( ¥ ) des
Lagerknochens (LK) in
Richtung auf den mit
Knochenersatzmaterial
(IP) befiiliten Defekt.
Paraffin, HE.
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eine in apikale Richtung orientierte Anordnung der durchschnittlich 2-5 Zellkerne.
Frei im Granulationsgewebe finden sich aber auch mehrkernige, rundliche Zellen mit
unregelmaniger Anordnung der Kerne.

Abbildung 25: AusschnittvergroRerung aus Abb. 24: Granulationsgewebe im
mittleren Defektbereich zwischen Bohrkante (2 ) und CaP-Granulat (IP).
Polykaryen (<=) sind vereinzelt zu sehen. Kubisch bis epitheloid geformte
Osteoblasten (#) dominieren diesen Bereich. Neu formierter Knochen (Y) mit
Osteozyten (#)schafft Uber Bohrmehlpartikel (BM) eine Verbindung zwischen
dem Lagerknochen und dem Knochenersatzmaterial. Darliber hinaus sind
GefalRe (G) im Anschnitt zu sehen. Paraffin, HE.
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Abbildung 26: Ausschnitt aus Abbildung 25: Polykaryen (<=) mit 2-7 Kernen liegen
Bohrmehlpartikeln (BM) und Osteoid (Ol) an, oft benachbart von kubischen sowie
epitheloiden Osteoblasten (#) und Osteozyten (#). Im Granulationsgewebe, dessen
Grundlage Fibrozyten () bilden, sind neben GefaRanschnitten (G) runde,
mehrkernige Phagozyten sowie Makrophagen () und Lymphozyten (™) zu sehen.
Paraffin, HE.

Die zellulare Zusammensetzung andert sich im mittleren Bereich des Defektes zu-
nachst nicht: Zwischen den Fibrozyten und den zunehmend vorkommenden Fibro-
blasten produzieren Osteoblasten ausgehend von Spongiosabalkchen des Lagers
Osteoid (Abb. 25, 26). An dem neu gebildeten Knochen finden sich dort, wo keine
Osteoblasten die Oberflache besiedeln, auch mehrkernige Phagozyten. Desweiteren
liegen Lymphozyten, Makrophagen und Polykaryen frei im Granulationsgewebe und
es sind Anschnitte von neu formierten GefalRen zu erkennen. An den Granulat-
Partikeln sowie innerhalb von deren Poren liegen Osteoblasten, eingemauerte
Osteozyten und Polykaryen, welche zum Teil intrazytoplasmatische Einschliisse von
phagozytiertem Material erkennen lassen (Abb. 27). Dies ist vor allem in den
peripheren Bereichen der Defektmitte zu beobachten, wo bereits eine kndcherne
Verbindung zwischen Werkstoff und Lagerknochen besteht (Abb. 25, 26, 27).
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Bei beiden Tieren dieser Gruppe nimmt die Zahl der Lymphozyten in Richtung
Defektzentrum zu, auf3erdem sind zunehmend mehr segmentkernige, neutrophile
Granulozyten zu identifizieren. Mit der Zunahme an neutrophilen Granulozyten nimmt
die Zahl der Makrophagen und die Zahl der Zellkerne der Riesenzellen ab. Im
Zentrum des Defektes sind nur noch neutrophile Granulozyten zu sehen. Ein auf-
falliger Unterschied zwischen den Individuen besteht in der Anzahl der Zellkerne (die
jeweils in der Schnittebene des Praparates zu sehen sind) bei den frei im mittleren
Defektbereich vorkommenden Polykaryen: Dominieren bei einem Tier mit relativ
wenig und vereinzelt liegenden Lymphozyten die 2-5 kernigen Phagozyten, so sind
bei dem anderen Tier mit einer h6heren Zahl an Lymphozyten einzelne Zellen mit bis
zu 20 Zellkernen innerhalb des Granulationsgewebes von Defektperipherie und

Defektmitte zu finden.

Abbildung 27: Mittlerer Defektbereich: Anliegend an die Granulat-Partikel (IP) sind
Polykaryen (&) zu sehen. Darliber hinaus sind im Granulationsgewebe GefaRRe (G),
Fibrozyten (*) sowie Makrophagen (/) zum Teil mit phagozytiertem CaP (¥, Inset) zu

erkennen. Vereinzelt sind auch neutrophile Granulozyten (%) zu sehen. Semi-

dinnschnitt, Toluidinblau + Safranin O.
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4.4.2 Immunhistochemie

Die zum Nachweis von CD16 durchgefihrten immunhistochemischen Unter-
suchungen fuhrten auch nach thermischer und enzymatischer Antigendemaskierung

nur zu unspezifischen Signalen.

442.1 CD68

Ein- und mehrkernige Phagozyten der monozytéren Linie zeigen unterschiedliche
zytoplasmatische Farbesignale. Es bestatigt sich der Eindruck, wie schon im
histologischen Untersuchungsabschnitt beschrieben, dass bei dem Tier mit den
starkeren Fettgewebsnekrosen und dem starkeren Aufkommen an Lymphozyten und
neutrophilen Granulozyten auch die Zahl an Makophagen, Polykaryen und deren
Zellkernen deutlich erhoht ist. Dies gilt vor allem fir Phagozyten in Bereichen der
erwdhnten Fettgewebsnekrosen aber auch fur die im Granulationsgewebe des
mittleren Defektbereiches und entlang der Implantat-Oberflachen positionierten

Zellen.

In der Defektperipherie sind markierte Zellen mit zum Teil mehr als 15 Zellkernen in
den Bereichen der Fettgewebsnekrosen zu finden. Diesen Polykaryen benachbart
sind Gruppen von Makrophagen eingebettet in das Granulationsgewebe. Frei im
Granulationsgewebe sind in Richtung Bohrkante und Bohrmehl zunehmend mehr
Monozyten und Makrophagen sowie 2-6 kernige Polykaryen zu detektieren.
Anliegend an die Spongiosa-Balkchen der Defektperipherie sind die Osteoklasten

zuverlassig markiert, ihre Zahl nimmt ebenfalls in Richtung Bohrkante zu.

Im Bereich der Bohrkante ist die Mehrzahl der markierten Zellen anliegend an das
Bohrmehl und die Spongiosa-Balkchen in ein- und mehrschichtige hoch- bis
isoprismatische Osteoblasten-Layer integriert, die schon deutlich erkennbar neues
Osteoid produziert haben. Die wenigen migrierenden Zellen scheinen sich in
Richtung des mittleren Defektbereiches zu orientieren. Dort ist das Vorkommen von
mehrkernigen Zellen und auch von Makrophagen im Vergleich zum Lager deutlich
erhoht.

Im mittleren Defektbereich liegen die CD68-positiven Polykaryen zum Teil in
geschlossenen Reihen perlschnurartig grof3en Partikeln an, kleinere Partikel werden

von ihnen umschlossen (Abb. 28, Abb. 29). An Partikeln in unmittelbarer Nachbar-



Ergebnisse

schaft zur Bohrkante sind zum Teil keine markierten Zellen zu detektieren, diese sind
schon vollstandig mit neu gebildetem Osteoid und daran anliegenden Osteoblasten
uberzogen und durch diesen neu formierten Knochen mit dem spongidsen

Lagerknochen verbunden.

Abbildung 28: Vor
allem das Granula-
tionsgewebe im
Bereich der Bohr-
kante (\) zwischen
Lagerknochen (LK)
und Implantat (IP)
ist von positiven
Zellen gepragt. In
den Granulat-
Poren der zen-
tralen Bereiche ist
die Zahl der mar-
kierten Zellen deut-
lich geringer.
Paraffin, CD68
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Abbildung 29: Ausschnitt aus Abb.28: CD68-positive Zellen liegen im
Bereich der Bohrkante, des Lagerknochens (LK) und umgeben die CaP-
Granulat-Partikel. Osteoblasten (V). Paraffin, CD68.

Abbildung 30: Ausschnitt aus Abb.28: Implantatporen zentral
in den Defekten lokalisierter CaP-Granula (IP) sind gefiillt mit
segmentkernigen, zum Teil pyknotischen, neutrophilen Granu-
lozyten, wahrend peripher davon das Zellbild von CD68-

positiven Makrophagen (rot) gepragt wird. Paraffin, CD68.
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Wie auch schon in der Standardfarbung beschrieben, verschiebt sich vom mittleren
Bereich des Defektes in Richtung Defektzentrum das Verhaltnis von mehrkernigen
Riesenzellen hin zu Makrophagen, deren Zahl ebenfalls abnimmt, sodass schlie3lich
im Zentrum des Defektes nur segmentkernige Granulozyten zu identifizieren sind
(Abb. 30).

4.4.2.2 CD44

Das Farbsignal des Hyaluronsaure-Rezeptors CD44 beschrankt sich, wie auch bei
den Tieren der Gruppe |, bei allen betroffenen Zellpopulationen allein auf die
Zellmembran. Auch in dieser Gruppe zeigen neben den mono- und multinuklearen
Phagozyten der monozytdren Linie Lymphozyten eine zirkumferente
Membranfarbung. Ebenso sind auch hier die Ausléaufer der Osteozyten markiert. Bei
den Makrophagen beschrankt sich das Farbsignal, sofern sie dem Knochen oder
dem Implantat anliegen, auf die basolateralen Abschnitte der Membran. Apikal, dort
wo sie resorptiv oder phagozytierend aktiv sind, bleibt das Signal aus (Abb. 31).
Daruber hinaus fallt ein Unterschied im Bezug auf die Signalintensitat der
multinuklearen Zellen auf: Die Zellmembran der Knochen-assoziierten Polykaryen
erscheint weniger intensiv angeféarbt als die der an Fettnekrosen, Implantat oder frei

im Granulationsgewebe lokalisierten Zellen.

Abbildung 31: Bei den
Implantat-assoziierten Poly-
karyen ist das Signal auf
basolaterale Bereiche der
Zellmembran beschrankt, frei im
Gewebe vorkommende Marko-
phagen und Polykaryen weisen
ein  unregelmalig stark die
gesamte  Zelle umgebendes
Membransignal auf.  Dariber
hinaus fallt die Gruppenbildung
der Makrophagen auf. Paraffin,
CD44.
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4.4.2.3 Doppelinkubation CD44/CD68

Mit Hilfe der immunhistochemischen Methode der Doppelinkubation lassen sich zwei
verschiedene Antigene, die innerhalb der Zelle an unterschiedlichen Stellen
lokalisiert sind, nachweisen. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit bietet sich
diese Methode an, um zu uberprifen, ob die CD44 synthetisierenden Zellen auch
monozytaren Ursprungs sind und folgerichtig auch ein CD68 Signal aufweisen. In
Ubereinstimmung mit den vorhergehend beschriebenen Ergebnissen ist zu
beobachten, dass CD44, welches sich im Rahmen dieser Methode aufgrund des hier
verwendeten Chromogens DAB in braunlich-schwarzer Farbe darstellt, nicht nur auf
CD68-positiven (hier durch leuchtend rote Farbung des Zytoplasmas markiert)
sondern auch auf CD68-negativen Zellen, wie zum Beispiel Lymphozyten und
Osteozyten ausdehnt. Wesentlich ist, dass alle CD68 positiven Zellen auch durch
den CD44-Antikdrper gekennzeichnet sind. Dabei ist wie schon in der allein mit Anti-
CD44 durchgefihrten Untersuchung zu beobachten, dass auch hier die Verteilung
von CD44 abhangig von der Lokalisation der Zelle ist: wahrend frei im
Granulationsgewebe liegende Makrophagen und Polykaryen ein die ganze Zelle
unterschiedlich deutlich umspannendes Farbemuster ihrer Membran zeigen,
konzentriert sich bei adharenten Zellen (Knochen, Fettgewebsnekrosen, Bohrmehl,

Implantatpartikel) das Signal auf die basolateralen Teile der Zellmembran (Abb. 32).

Abbildung 32: Im
Zytoplasma rot (CD68)
und entlang der Zell-
membran braunlich-
schwarz (CD44) mar-
kierte Polykaryen ()
umschlie3en Implantat-
Partikel  (IP).  Auch
Monozyten und Makro-
phagen (/) sind doppelt
markiert.

Paraffin, CD44/CD68.
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4.4.3 Enzymhistochemie - TRAP

Die dem Lagerknochen anliegenden Osteoklasten zeigen deutliche TRAP-Signale. In
der Peripherie des Defektes nehmen in Richtung Bohrkante die dem Knochen
anliegenden positiven Zellen zu, im Bereich der Fettgewebsnekrosen finden sich
auch gruppenweise auftretende, vorwiegend kreisrunde Polykaryen mit bis zu 10
Zellkernen, die nicht, oder nur schwach positiv angefarbt sind. Diese sind vor allem

bei dem Schaf mit der insgesamt starker ausgepragten zellularen Reaktion zu sehen.

Im Bereich der Bohrkante sind positive Zellen vor allem am Bohrmehl und weniger
an der Bohrkante zu finden. Sie weisen typischerweise etwa 3-5 Zellkerne auf und
liegen zwischen den dicht aneinander liegenden Osteoblasten. Entlang der sich in
den mittleren Bereich fortsetzenden, neu formierten Knochenbalkchen sind keine
markierten Phagozyten sondern nur eng, ein- oder zweischichtig aneinander
liegende Osteoblastensdume zu erkennen (Abb. 34). Im mittleren Defektbereich
werden die dem Implantat anliegenden Osteoblastenreihnen immer wieder
unterbrochen von mehrkernigen Phagozyten. Frei im Granulationsgewebe kommen
nur wenige, unterschiedlich kraftig markierte Makrophagen vor. Diese sind auch im

sich Richtung Defektzentrum fortsetzenden Granulationsgewebe zu sehen.

Entlang der Implantat-Oberflache nimmt die Zahl der ausnahmslos markierten Poly-
karyen in dem Mal3e zu, wie die Dichte der Osteoblasten abnimmt. Dies fihrt zu
einer perlschnurartigen Anhaufung von detektierten, mehrkernigen Zellen im

Ubergangsbereich vom mittleren in den zentralen Defektbereich. Diese Implantat-

Abbildung 33: Diese Ubersicht zeigt das Granulationsgewebe im mittleren Defektbereich
zwischen dem Lagerknochen (LK) mit Bohrkante ( <) und Implantat-Partikeln (IP).

Auffallend ist die Konzentration von roten, TRAP-markierten Zellen am Implantat und dem

Lagerknochen im Bereich der Bohrkante. Paraffin, TRAP.
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Abbildung 34: Ausschnitt aus Abb.33. mehrkernige TRAP-markierte
Phagozyten (=>) liegen Bohrmehlpartikeln (BM) und Bohrkante ( #) an,
wahrend der neuformierte Knochen (Y) fast ausschlie3lich von Osteoblasten (#)
besiedelt ist. Vereinzelt finden sich mononukleare, markierte Phagozyten (™\).
Paraffin, TRAP.

adharenten Zellen weisen in der Mehrzahl eine abgeflachte, dem Implantat breit

anhaftende Form mit weniger als zehn Kernen auf (Abb. 35).

Diesem Bereich folgt nach zentral eine Zone, in der die Zahl an adharenten,
markierten Zellen rasch abnimmt und sich gleichzeitig auch die Zahl der Zellkerne,
sichtbar in einer Schnittebene, reduziert. Die Zahl der frei im Granulationsgewebe
detektierbaren Makrophagen nimmt ebenso ab, sodass nach diesem
Ubergangsbereich im Defektzentrum keine TRAP-positiven Zellen mehr detektiert

werden kénnen.

Insgesamt zeigt der enzymhistologische Nachweis von TRAP bei den Tieren dieser
Gruppe eine Konzentration von TRAP-markierten Zellen im Bereich des Bohrmehls
und entlang des Knochenersatzstoffes in der Defektmitte, in der Zone des neu
gebildeten Knochens zwischen der Bohrkante und dem Werkstoff sind deutlich

weniger markierte Zellen zu detektieren (Abb. 33).
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Abbildung 35: Ausschnitt aus Abb. 33. Im mittleren Defektbereich sind die
Oberflachen der Implantatpartikel (IP) fast vollstdndig von rot-markierten, TRAP-
produzierenden Polykaryen (%) besetzt, wodurch ein perlschnurartiger Eindruck
entsteht. Osteoblasten sind nicht am Implantat zu sehen, im interpartikuldren
Granulationsgewebe liegen, eingebettet in Fibrozyten, Fibroblasten, Erythrozyten und

Lymphozyten, Makrophagen (#) und wenige Polykaryen. Paraffin, TRAP.

4.4.4 Zusammenfassung der Gruppe Il: CaP-Granulat

Die in dieser Versuchsgruppe verwendete Applikationsform eines Granulates erlaubt
ein vollstandiges Erschlielen des Defektes. Dabei sind auch in Gruppe |l
verschiedene Phasen der Entziindungsreaktion immun- und enzymhistochemisch
nachvollziehbar, die raumliche Verteilung der dominanten Entziindungszellen

entspricht dem in Gruppe | beschriebenen Verteilungsmuster.

Insgesamt entsteht der Eindruck, als waren die einzelnen Phasen der Entzindung
bei den Schafe der Gruppe Il weiter fortgeschritten: Im Bereich der Fettgewebs-
nekrosen deutet nur wenig auf eine chronische Entziindung hin, vielmehr liegen nur
Zeichen einer Fremdkorperreaktion vor. Ebenso sind im mittleren Defektbereich mehr

fusionierte Phagozyten zu erkennen, abh&ngig vom Vorhandensein von
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Lymphozyten. Dieses spricht fur eine starke Stimulation zur Phagozytose.

AulRerdem liegen deutliche Unterschiede im Bezug auf die Auspragung der Osteo-
genese vor. Bei beiden Tieren der Gruppe Il ist unabhéngig von der Tatsache, dass
sich die chronische Entzuindungsreaktion zwischen den Individuen in ihrer Intensitat
unterscheidet, eine deutliche Knochenneubildung im Bereich der Bohrkante
festzustellen, die sich zum Teil schon durch das Granulationsgewebe des mittleren
Defektbereiches bis auf die auf3eren Granulat-Partikel erstreckt. In diesem Bereich
findet praktisch kein entzindliches Geschehen statt, die TRAP-Produktion
beschrankt sich fast ausschliel3lich auf frei im Granulationsgewebe vorkommende
Zellen. Stellenweise ist auch eine scheinbar isolierte Knochenneubildung um die
aulReren Partikel festzustellen. Erst an den Oberflachen von Granulat-Partikeln der
Defektmitte, die nicht von Osteoblasten besiedelt sind, finden sich perlschnurartig
aufgereiht Polykaryen, die, was die starke TRAP-Markierung zeigt, eine starke

resorptive Aktivitat zeigen.

Die Prognose fur den weiteren Heilungsverlauf ist insgesamt als gunstig zu
beurteilen, das Implantat der Gruppe Il wird schneller knéchern integriert sein als der
TCP-Zement der Gruppe | und erst im Verlaufe des normalen Knochen-Remodelings
vollstandig degradiert werden. Es ist aul3erdem davon auszugehen, dass das
Implantat, was seine physikalischen Eigenschaften zum Beispiel im Bezug auf die
Stabilitat angeht, auch schneller belastbarer ist, denn es zeigt sich, dass es nicht in

dem Mal3e wie das TCP Lésungsvorgangen unterworfen ist.
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4.5 Gruppe lll: Calciumphosphat-Zement + Phosphoserin

4.5.1 Histologie

Bei dem in dieser Gruppe verwendeten Knochenzement werden schon auf den
ersten Blick Unterschiede zu den beiden vorangehenden Gruppen deutlich: das
Material erscheint sehr kompakt, es sind nur wenige, unregelmafig kleine Risse von
unterschiedlicher Lange zu erkennen, die in der Defektmitte und im Defektzentrum
nicht von Zellen erschlossen werden. Es erstreckt sich bis unmittelbar an die
Bohrkante, verteilt sich wie das Bohrmehl wolkig zwischen den spongitsen
Knochenbalkchen des peripheren Defektbereiches und lasst somit keinen Raum flr

die Ausbildung von Granulationsgewebe zwischen Bohrkante und Implantat (Abb.
36).

Abbildung 36: Das kompakte, sich grau darstellende Implantat liegt direkt
der Bohrkante an und ist zum Teil zwischen die Knochenbéalkchen des
Lagerknochens in die Defektperipherie eingedrungen. Diinnschliff T7200,
Toluidin-Blau. Scan.
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Die Ubersicht auf die Praparate lasst folgende Strukturierung bei allen Tieren
erkennen: Auf den Bereich des intakten Knochenlagers folgen in der Peripherie des
Defektes die Zone der Fettgewebsnekrosen an die sich der Bereich bis zur
Bohrkante anschlie3t (Abb. 37). Wie schon erwéhnt, schliel3t sich der implantierte
Zement dicht an die Bohrkante an, Granulationsgewebe ist im mittleren Defekt-
bereich nicht, oder nur in sehr geringer Auspragung vorhanden.

Abbildung 37: Ubersicht auf
den peripheren Defektbereich
eines reaktiveren Schafes:
beginnend im Bereich der
Fettgewebsnekrosen (FN) ist
ein  bis zum Implantat
reichendes Granulations-
gewebe zwischen den
spongiosen Knochenbdlkchen
(LK) der Defektperipherie
ausgebildet. Bohrmehl (BM),
Bohrkante (¥). Paraffin, HE.
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Schon im Bereich des Lagerknochens bietet sich in der Ubersicht ein innerhalb der
Gruppe sehr unterschiedliches histologisches Bild. Wahrend bei zwei Schafen
physiologisches, dem Alter der Tiere entsprechendes Fettmark ohne atypische
zellulare Infiltration zu sehen ist, findet man bei einem Schaf unilateral eine starke
Infiltration von neutrophilen Granulozyten, zwischen denen auch mehr- bis
vielkernige Zellen zu sehen sind, jedoch keine Ausbildung von Granulationsgewebe
im Sinne einer Infiltration von Bindegewebe mit Fibroblasten, Fibrozyten oder einer
Neovaskularisation. Bei den zwei Uubrigen Schafen ist bis tief in das Lager
nekrotisches Fettgewebe zu sehen, welchem vor allem Makrophagen und mehr-
kernige Phagozyten anliegen, welche zum Teil mehr als 10 Zellkerne in der Schnitt-
ebene aufweisen. Hier bilden Fibroblasten und Fibrozyten die Grundlage des
Granulationsgewebes. Zwischen den Zellen des Fettmarks ist vermehrt Binde-

gewebe zu sehen, Granulozyten sind dort nur sehr vereinzelt zu finden.

An diesen Bereich innerhalb der Defektperipherie schlie3t sich bei den beiden
reaktionsarmen Tieren wieder intaktes Fettmark an, welches direkt an die Defektmitte
mit dem Implantat und Bohrmehlpartikeln angrenzt und nur zum Teil von
Lymphozyten, Fibroblasten, Makrophagen und vereinzelt vorkommenden Polykaryen
infiltriert wird. Knochenaufbau am Implantat ist bei diesen Schafen nicht zu
beobachten. Entlang der Bohrkante sowie am Lagerknochen (berwiegt ein
verstarkter Knochenabbau durch langgestreckt dem spongitésen Knochen anliegende
Polykaryen. Auch eine deutliche Knochenneubildung an Bohrmehl und Lager-
knochen, so wie es bei den vorangehenden Gruppen | und Il zu beobachten war,

kann bei diesen Schafen nicht gesehen werden.

Bei den reaktiveren Tieren der Gruppe ist das verletzte Fettmark eingebettet in
zellreiches Granulationsgewebe, dessen Gerlst aus Fibroblasten und Fibrozyten
besteht. Dieses erstreckt sich tUber die gesamte Peripherie des Defektes und findet
an der Bohrkante Anschluss an die Defektmitte und das Implantat (Abb. 37). Schon
vor der Bohrkante sind intensive Umbauvorgange am Knochen zu sehen, bei dem
ortlich unterschiedlich stark ausgepragt Auf- und Abbau uUberwiegen. In dem
Granulationsgewebe der Peripherie sind vor allem Zellen monozytaren Ursprungs zu
sehen, aber auch Lymphozyten und vereinzelt Granulozyten sind vorhanden. Die
schon an den Knochenbalkchen zu beobachtenden Umbauvorgange sind auch am

Bohrmehl zu erkennen, Osteoblasten sowie ein- und mehrkernige Phagozyten liegen
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diesem in unmittelbarer Nahe zur Bohrkante an. Zwischen Bohrmehl und Zement
befindet sich ein schmaler Saum von faserreichem Bindegewebe bestehend aus

Fibrozyten, Makrophagen und wenigen Polykaryen.

Welil sich aufgrund der kompakten Struktur des Implantates methodisch bedingte
Artefakte bei Paraffinschnitten nicht vermeiden lassen, erfolgte die Beurteilung des
Interfaces anhand von Dunnschliffen (Abb. 41) und Semi-Dinnschnitten von EPON-
fixierten Pr&paraten. Bei einem Schaf sind weite Teile der &auf3eren Implantat-
oberflachen ein- oder mehrschichtig von hoch- bis isoprismatischen Osteoblasten
besetzt, dem gegeniber sind am Lagerknochen der Defektperipherie inaktive,
spindelformige Osteoblasten, sogenannte bone lining cells zu sehen (Abb. 40). Auch
die schmalen Spalten von weniger als 100 ym am Rande des Implantats sind von
Osteoblasten, Fibroblasten, Makrophagen und Polykaryen erschlossen (Abb. 38, 39,
40).

Abbildung 38: Ubergang Defektperipherie zu Defektmitte: zellreiches Granulations-
gewebe fillt den Ubergang zwischen dem Lagerknochen (LK) und dem Implantat (IP):

auch kleine Risse im Zement sind zellular erschlossen, stellenweise liegen dem Implantat

geschlossene Reihen von Osteoblasten an. Semidinnschnitt, Toluidinblau-Safranin O.
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Abbildung 39: Ausschnitt aus
Abb.38. Spalten mit weniger
als 100pm Durch-messer sind
zellular erschlossen. Osteo-
blasten (<) und Phagozyten
(<> ) liegen den Implantat-
oberflachen an, ein schmaler
Saum Osteoid (dunkel-violett)
ist zu erkennen. Semi-

diinnschnitt, Toluidinblau-

Safranin O.

Abbildung 40: Ausschnitt
aus Abb.38. Situation am
Interface  im Bereich der
Bohrkante: die Implantat-
oberflache (IP) st dicht
besiedelt mit hoch- bis
isoprismatischen Osteo-
blasten (7 ), wéahrend dem
Lagerknochen (LK) vor allem
abgeflachte Osteoblasten
anliegen (). Polykaryen (X2)
Semidinnschnitt,

Toluidinblau-Safranin O.

45.2 Immunhistochemie

Die zum Nachweis von CD16 durchgefihrten immunhistochemischen Unter-
suchungen fuhrten auch nach thermischer und enzymatischer Antigendemaskierung

nur zu unspezifischen Signalen.
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Abbildung. 41: Osteoblasten (/)
und Polykaryen (=) liegen im
Bereich der Bohrkante dem
Lagerknochen (LK) wund dem
Knochenzement (IP) an.
Dunnschliff (T9100), HE

4521 CD68

Das Auftreten von CD68-markierten Zellen variiert innerhalb der Gruppe: bei den
reaktionsarmen Tieren sind vor allem die Osteoklasten anliegend an die spongitsen
Knochenbalkchen des Lagers markiert, dariber hinaus ist anliegend an die
Fettgewebsnekrosen eine Akkumulation markierter Makrophagen und Polykaryen zu
sehen. Im Bereich der Bohrkante, des Bohrmehls und des Implantates sind nahezu
keine CD68 produzierenden Zellen zu detektieren. Anders verhalt es sich bei den
reaktiveren Schafen (Abb. 42): Dort sind abgesehen von den Osteoklasten im
knéchernen Lager und den positiven Zellen anliegend an die Fettgewebsnekrosen
auch Ansammlungen von gefarbten multinuklearen Phagozyten entlang der Bohr-
mehlpartikel und der Implantat-Oberflachen zu sehen (Abb. 43). Dartber hinaus sind

frei im Granulationsgewebe ebenfalls mono- und multinukledre Zellen angefarbt.
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Abbildung 42: Situation zwischen peripherem Defektbereich
und Implantat (IP): rot markierte Zellen konzentrieren sich um
die Fettgewebsnekrosen (FN) und entlang von Lagerknochen
(LK) und Implantat. Vor allem die Bohrkante (. ) ist dicht mit
markierten Zellen besetzt. Paraffin, CD68.

Abbildung 43: Anliegend an das Implantat (IP) und im daran
angrenzenden Granulationsgewebe sind vor allem Polykaryen
() aber auch Makrophagen (.~) markiert. Die Polykaryen
weisen nie mehr als 10 Zellkerne auf. Osteoblasten ( A\)
Paraffin, CD68.
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45.2.2 CD44

Analog der Heterogenitat der Verteilung von CD68-positiven Zellen innerhalb dieser
Gruppe verhéalt es sich auch mit der Verteilung der CD44-positiven Makrophagen:
Bei den wenig reaktiven Tieren sind neben den Osteozyten nur die Osteoklasten des
Lagers und die Makrophagen und Polykaryen in der Umgebung von den Fettgewebs-
nekrosen in typischer Weise markiert, am Implantat oder der Bohrkante ist dieser
Zelltyp nur vereinzelt sichtbar. Vereinzelt lassen sich Lymphozyten im intakten
Fettmark zwischen Fettgewebsnekrosen und dem Implantat nachweisen. Bei den
reaktiven Tieren sieht man in der Peripherie des Defektes Makrophagen und
Polykaryen gruppenweise assoziiert mit dem Bohrkanten-nahen Knochenlager sowie
mit dem Bohrmehl und dem Implantat. (Abb. 44). Dazwischen sind ebenfalls
markierte Lymphozyten zu sehen. Die Polykaryen und auch Makrophagen, die nicht
direkt dem Implantat anliegen, zeigen zum Teil ein sehr starkes, mem-

brangebundenes Signal, ebenso wie die basolaterale Membran der anliegenden

Abbildung 44: Ubergang der Defektperipherie zur Defektmitte. Die dem Lagerknochen
(LK) und der Bohrkante anliegenden Polykaryen (&=) weisen ausnahmslos eine starke
Markierung der basolateralen Zellmembran auf, die Membranen frei vorkommender

Phagozyten (—~) sind zellumfassend markiert. Dartiber hinaus sind auch Lymphozyten

() und Osteozyten (%) an ihrer Zellmembran markiert. Paraffin, CD44.
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Makrophagen und Polykaryen. Nebeneinander liegende, positive Zellen zeigen ein
zum Teil unterbrochenes, relativ schwaches Signal, die Grenzen der Zellen sind in
der Schnittebene nicht deutlich zu erkennen.

4.5.3 Enzymhistochemie - TRAP

Auch mithilfe der Enzymhistochemie stellten sich die Unterschiede in der Reaktivitat
der Schafe auf den Werkstoff deutlich dar. Bei dem Ausschnitt in Abb. 45 handelt es
sich um die Defektregion eines nicht reaktiven Schafes. In der Ubersicht ist die
Verteilung der TRAP-positiven Zellen in der Defektperipherie deutlich nachzu-
vollziehen. Wéahrend anliegend an die Fettgewebsnekrosen und den dortigen
Lagerknochen deutlich positive Zellen zu sehen sind, sind in vielen Bereichen der
Defektperipherie, der Region der Bohrkante, um das Bohrmehl und am Implantat

keine rot angefarbten Zellen zu sehen.

Bei den reaktiven Tieren, die im Bereich der Defektperipherie Granulationsgewebe
ausgebildet haben, l&sst sich die TRAP in mono- und multinukledren Phagozyten, die
dem Lagerknochen und den Fettgewebsnekrosen anliegen, nachweisen wie auch in

Phagozyten, die frei im Granulationsgewebe und entlang der Implantatoberflachen

Abbildung 45: In der
Ubersicht lasst sich die
Konzentration TRAP-
markierter Zellen in der
Defektperipherie erkennen.
Mit der Bohrkante (7 ) und
dem Bohrmehls (BM) sind
keine rot markierten Zellen
assoziiert. Sie  konzen-
trieren sich saumartig um
den Defekt im Bereich von
Fettgewebsnekrosen  und
am benachbarten Lager-
knochen (LK). Paraffin,
TRAP.
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lokalisiert sind. Dort sind diese zum Teil perlschnurartig aufgereiht (Abb. 46). In den
bereits von Osteoblasten besiedelten Bereichen von Bohrmehl und Implantat ist die
Haufigkeit des Auftretens markierter Zellen deutlich geringer. Im Bereich der Fett-
gewebsnekrosen sind alle anliegenden Makrophagen und Polykaryen gleichmafiig
stark positiv angefarbt, nicht geféarbte Polykaryen kénnen nicht identifiziert werden.

4.5.4 Zusammenfassung der Gruppe lll: CaP-Zement + Phosphoserin

Wie schon in der Ubersicht festzustellen ist, unterscheiden sich die Ergebnisse der
Gruppe Il sowohl im Hinblick auf den Knochenersatzstoff als auch hinsichtlich der
Ausbildung und der Zusammensetzung des Granulationsgewebes deutlich unter-
einander und von denen der vorangegangenen Gruppen | und Il. Das in Zementform
applizierte Material ist bei keinem der Schafe in situ fragmentiert. Es haben zum
Zeitpunkt der Untersuchung keine Losungsvorgange stattgefunden, die ein Migrieren
der Zellen in Richtung Defektzentrum erlauben wirden, lediglich kleine Risse an den
auRReren Randern des Implantates konnten zellular erschlossen werden. Damit ist
eine der zentralen Anforderungen an diese Therapieform nicht gegeben: das Material

kann nicht wie gefordert osteokonduktiv wirken und damit dem sich regenerierenden

Abbildung 46: Bei den reaktiven Tieren ist am Implantat (IP) eine
Aufreihung von roten, TRAP-positiven Polykaryen zu sehen. An
Bohrmehl (BM) und Lagerknochen (LK) liegt neu formierter

Knochen ( Y). Zusammenhangende, meist einreihige Osteo-

blastenlayer (Y) produzieren Osteoid. Paraffin, TRAP.
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Knochen nicht als Leitschiene dienen.

Die zellulare entzindliche Reaktion innerhalb dieser Gruppe ist sehr heterogen. Die
unilaterale, starke Infiltration des peripheren Defektbereiches mit neutrophilen
Granulozyten deutet auf eine subklinische Infektion hin. Dieses Schaf ist im Hinblick
auf die Biokompatibilitats-Untersuchung des eingebrachten Materials daher nicht
weiter berucksichtigt worden. Bei weiteren 2 Schafen ist keine nennenswerte
zellulare Reaktion auf das Implantat zu verzeichnen. Die Reaktion beschrénkt sich
auf die Reparation der durch den Bohrvorgang entstandenen Lasionen am
Lagerknochen und Fettmark. Bei den Ubrigen Schafen ist eine deutlich von Zellen
monozytaren Ursprungs dominierte entziindliche Reaktion im peripheren Bereich des
Defektes zu sehen. Die vielkernigen Zellen erstrecken sich gleichermafl3en an
Knochen, Bohrmehl und entlang des Knochenersatzstoffes. Sie erscheinen am
Lagerknochen nahe der Bohrkante gegeniber den knochenaufbauenden
Osteoblasten dominant, sodass es im weiteren Heilungsverlauf zu Osteolysen
kommen konnte. Dieses wirde zu einer Lockerung und Abkapselung des Implan-
tates fuhren, das therapeutische Ziel ware verfehlt. Die perlschnurartige Anordnung
der Polykaryen an dem modifizierten Zement kdnnte jedoch ebenso in einem sehr
langsamen zentripetalen Material-Abbau resultieren. Die stellenweise starke
Besiedelung des Implantat-Randes mit Osteoblasten ist als ein Hinweis auf eine gute
Biokompatibilitdt des Implantates zu werten. Entscheidend fir den Fortgang der
Heilung wird die Entwicklung der Entztindung im Bereich der Bohrkante sein. Der
Nachweis von Lymphozyten ist in diesem Zusammenhang ein Indiz fir das Stadium
der chronischen Entzindung und fihrt zu weiteren Fusionsvorgédngen, die in einer
Steigerung der Phagozytose-Leistung im Rahmen der Fremdkdrperreaktion
resultiert. Dieses kdnnte zu einem beschleunigten zentripetalen Abbau des CaP-
Komposites fuihren. Der Abbau wird jedoch in jedem Fall langsamer von statten

gehen als bei osteokonduktiveren Knochenzementen.
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4.6 Gruppe IV: Leerdefekte

4.6.1 Histologie

In der UbersichtsvergroRBerung zeigen die Leerdefekte von den der Gruppe IV
angehdrenden Schafen angefullt mit Erythrozyten-reicher, Fibrin-dominierter Matrix.

In starkeren VergroRerungen sieht man auch in dieser Gruppe in der Peripherie des
Defektes Bereiche von Fettgewebsnekrosen, denen Gruppen-bildende, ein- und
mehrkernige Phagozyten anliegen. Diese Polykaryen haben bis zu 20 Zellkerne.
Insgesamt ist die Ausdehnung der Fettgewebsnekrosen im Vergleich zu den
vorhergehenden Gruppen vergleichbar stark ausgepragt. An einigen Stellen ist eine
vom Lagerknochen ausgehende Osteogenese innerhalb der Peripherie zu
beobachten, diese erstreckt sich nicht in Richtung des Defektes sondern zwischen
den spongitsen Knochenbélkchen.

An den Bereich der Fettgewebsnekrosen schlief3t sich innerhalb der Peripherie
wieder Fettmark an (Abb. 47), welches vor allem von Erythrozyten aber auch durch
Fibrozyten und -blasten infiltriert ist und zunehmend in Richtung der Bohrkante in

Granulationsgewebe Ubergeht. Die meist einkernigen Phagozyten orientieren sich

Abbildung 47: Der
periphere Defektbereich
lasst in regelmaligem
Abstand zur Bohrkante
(}) einen Saum von
Fettgewebsnekrosen

(FGN) zwischen den
Balkchen des Lager-
knochens (LK) er-
kennen, auf den wieder
intaktes Fettmark folgt.
Dieses erstreckt sich bis
zur Bohrkante, wo Bohr-
mehl (BM) lokalisiert ist.
Dunnschliff (T7200),

Toluidinblau.
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dabei entlang des Lagerknochens sowie um das Bohrmehl, sind aber auch frei
zwischen den Spongiosabalkchen zu erkennen. Die Zahl der Makrophagen innerhalb
der Defektperipherie nimmt mit zunehmender Annaherung an die Bohrkante zu. Im

Bereich der Bohrkante sind auch Polykaryen zu detektieren.

Im mittleren Bereich des Defektes ist nur in der Nahe der Bohrkante ein Erschliel3en
des Defektraumes von Fibroblasten und Fibrozyten zu erkennen, dort sind wenige
Makrophagen und Lymphozyten sowie Anschnitte von Gefalien zu sehen. Innerhalb
von Defektmitte und Defektzentrum dominieren Erythrozyten in einem dichten
Netzwerk von Fibrin, es sind auch vereinzelt Granulozyten und Lymphozyten zu
sehen (Abb. 48).

Abbildung 48: Ubergang Defektperipherie (DP) zur Defektmitte (DM). Nur wenige Zellen
dringen ausgehend vom Granulationsgewebe nahe der Bohrkante ( <) in das
Erythrozyten-reiche Fibrin-Netzwerk vor. Das Granulationsgewebe ist besonders dort

ausgebildet, wo zwischen den spongidsen Knochenbalkchen des Lagerknochens (LK)

Bohrmehl (BM) zu liegen gekommen ist. Paraffin, HE.
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4.6.2 Immunhistochemie

Die zum Nachweis von CD16 durchgefihrten immunhistochemischen
Untersuchungen  fuhrten auch nach  thermischer und enzymatischer

Antigendemaskierung nur zu unspezifischen Signalen.

46.2.1 CD68

CD68 markierte Zellen finden sich fast ausschlieBlich im Bereich der
Defektperipherie. Sie sind gruppenweise um die Fettgewebsnekrosen und das
Bohrmehl sowie frei im Granulationsgewebe der nahe der Bohrkante angeordnet, nur
vereinzelt sind sie in dem von Fibroblasten erschlossenen Teil des mittleren
Defektbereiches zu sehen. Dort sowie nahe der Bohrkante sind sie einkernig,
wahrend sich anliegend an das Bohrmehl und das nekrotische Fettgewebe auch
vielkernige Zellen anfarben lassen (Abb. 49). Auch die dem Lagerknochen
anliegenden Osteoklasten sind markiert, ihre Zahl nimmt in Richtung Bohrkante zu.

Abbildung 49: Ubergang der Defektperipherie
in die Defektmitte: Konzentration der CDG68-
markierten Zellen (rot) entlang des Lager-
knochens (LK) und des Bohrmehls (BM). Im
mittleren Defektbereich sind nur einzelne mono-
nukleare Zellen markiert. Diese sind vor allem in
der unmittelbaren Umgebung der Bohrkante
(#) zu finden. Paraffin, CD68.
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4.6.2.2 CD44

Wie bei den anderen Gruppen kdnnen die Phdnomene der starken basolateralen
Prasentation von CD44 bei Bohrmehl-adharenten mono- und multinukle&ren
Phagozyten und deren Gruppenbildung (Abb. 50) auch bei den unbefiillten Defekten
nachvollzogen werden. Die markierten Lymphozyten sind im Bereich des Bohrmehls
in Nachbarschaft zu den Phagozyten sowie vereinzelt im mittleren Defektbereich zu
finden. Insgesamt ist jedoch ihr Vorkommen zahlenmalRlig geringer ausgepragt als
bei den vorangehenden Gruppen.

Abbildung 50: Ubergang Defekt-
peripherie (DP) zu Defektmitte
(DM): markierte Zellen konzen-
trieren sich am Bohrmehl (BM).
Lagerknochen (LK); Bohrkante
(). Paraffin, TRAP.

Abbildung 51: Ausschnitt aus Abb.49: Gruppen bildende Makrophagen (#)

sowie Polykaryen (&7) sind im Granulationsgewebe und am Bohrmehl (BM)

zu identifizieren, dazwischen einzelne Lymphozyten (7). Paraffin, CD44.




Ergebnisse

4.6.3 Enzymhistochemie - TRAP

Abgesehen von den in der Peripherie anliegend an den Lagerknochen markierten
Osteoklasten konzentrieren sich die Zellen, in denen eine TRAP-Aktivitat
nachgewiesen werden kann auf die Defektperipherie nahe der Bohrkante (Abb. 52).
Die dort dem Bohrmehl und dem Lagerknochen anliegenden Polykaryen sowie die
frei im Granulationsgewebe liegenden Makrophagen und Polykaryen sind
ausnahmslos markiert, die in die Defektmitte vorgedrungenen Makrophagen zeigen
kein oder nur ein sehr schwaches Signal im Vergleich zu den Polykaryen im Bereich
des Bohrmehls.

4.6.4 Zusammenfassung der Gruppe IV: Leerdefekte

Bei allen Tieren, denen nach dem Bohrvorgang kein Knochenersatzmaterial
implantiert wurde zeigte sich ein einheitiches Bild: Es findet zum
Untersuchungszeitpunkt eine zellulare Reaktion auf das durch den Bohrvorgang
gesetzte Trauma statt, die sich auf das nekrotische Fettmark sowie auf moderate
Umbauprozesse im Bereich des Bohrmehls und der Bohrkante beschrankt. Die

Abbildung 52: Ubergangsbereich Defektperipherie (DP) zu Defektmitte (DM) mit
Bohrkante (-=). Die rot angefarbten, TRAP-markierten Zellen sind vor allem am

Bohrmehl (BM) im Bereich der Bohrkante zu finden. In dem auReren Randbezirk der

Defektmitte sind nur vereinzelt positive Zellen nachweisbar. Paraffin, TRAP.
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Defekte sind nur in direkter Nachbarschaft zu der Bohrkante von Fibroblasten
erschlossen. Eine Tendenz zur gerichteten Osteogenese ist nicht festzustellen. Das
Stadium einer akuten Entzindung ist bei keinem der Schafe festzustellen. Die
geringe Zahl an Lymphozyten spricht fur das Vorliegen einer milden chronisch-
entzindlichen Antwort als Reaktion auf das Operations-Trauma.

4.7 Vergleichende Beurteilung

Die Tiere aller Versuchsgruppen weisen innerhalb der Defektperipherie in anndhernd
Ubereinstimmendem Abstand zur Bohrkante Fettgewebsnekrosen auf, welche
traumatisch durch den Bohrvorgang entstanden sind. Diese Bereiche sind durch eine
Fremdkdrperreaktion charakterisiert: dem nekrotischen Fettgewebe liegen Poly-
karyen an, in deren Nachbarschaft auch einkernige Makrophagen und Lymphozyten
zu finden sind (Tab. 3). Die Zellen der monozytaren Linie weisen eine deutliche
Synthese von CD44 auf. Die Bereiche der Fettgewebsnekrosen sind bei allen Tieren
— bis auf zwei Tiere der Gruppe Il — zugleich als die Anfangsabschnitte des

Granulationsgewebes zu betrachten.

Wahrend bei den Tieren der Gruppe | sowohl in der Defektperipherie als auch im
Bereich der Defektmitte noch deutliche Anzeichen einer chronischen Entziindung zu
sehen sind, sind in der Gruppe Il bis zur Defektmitte nur wenige Hinweise auf das
Vorliegen eines chronischen Entziindungsgeschehens festzustellen, hier dominieren
die Merkmale einer Fremdkdrperreaktion. Die chronische Entziindungsphase wird in
Gruppe Il erst im Granulationsgewebe der Defektmitte am Ubergang zum
Defektzentrum offenbar, in Form von Makrophagen, Lymphozyten sowie wenigen
mehrkernigen Zellen (Tab. 3). Bohrkante, Bohrmehl und die auf3eren CaP-Partikel
der Defektmitte sind bereits mit einem geschlossenen, unterschiedlich breiten Saum
aus Osteoblasten und neu gebildetem Osteoid sowie dazwischen liegenden mehr-

kernigen Phagozyten umgeben (Abb. 24, 25).

Anders und sehr heterogen stellen sich die Tiere der Gruppe Il dar. Hier sind
einerseits Defektareale zu sehen, die keine Reaktion auf das implantierte Material
zeigen. Auch am Bohrmehl und der Bohrkante finden keine zellularen Reaktionen
statt. Im Gegensatz dazu weisen zwei weitere Schafe dieser Gruppe eine deutliche
Reaktion auf den verwendeten Werkstoff auf. Es ist eine deutlich von Zellen der

monozytaren Linie gepragte Entzindungsreaktion im Bereich des Lagers zu sehen,
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welche sich auf die Implantatoberflachen fortsetzt: Hier tberwiegen die Abbau-
prozesse durch vielkernige Zellen, die im Sinne einer Fremdkorperreaktion sowohl in
Richtung auf den Lagerknochen als auch entlang der Implantatoberflachen resorptiv
beziehungsweise degradierend aktiv sind. Bei diesen Schafen ist auch eine be-
ginnende Osteogenese am Implantat in Form von mehrschichtigen hochpris-
matischen Osteoblastensdaumen zu sehen (Abb. 40). Gemein ist allen Schafen der
Gruppe lll, dass sich das Implantat als Zylinder, bestehend aus eng gepackten
Kristallen darstellt, welcher aufgrund des Fehlens von Poren ein ErschlieRen des

Defektzentrums unmdglich macht.

Die akute Phase der Entzindung findet bei den Tieren der Gruppe | und Il im
Defektzentrum statt. Hier dominieren segementkernige, zum Teil pyknotische
Granulozyten in den zellular erschlossenen Poren des Implantates. Lediglich in
Gruppe Il sind schon erste Lymphozyten als erstes Zeichen einer aufkommenden
chronischen Entziindung zu sehen (Tab. 3). Diese Phase der Entziindung ist bei den
reaktiveren Tieren der Gruppe IIl nur in wenigen Bereichen unmittelbar angrenzend

an den Knochenzement nachvollziehbar.

Die vor allem bei den Tieren der Gruppen | und Il erkennbare Staffelung der
unterschiedlichen Phasen der Entziindung von peripher in Richtung Defektzentrum
ist als Ausdruck der zeitlichen Abfolge der zellularen Besiedelung des Defektes zu
werten: Die vorgeformten Makroporen des in Gruppe Il verwendeten Granulates
erlauben ein schnelleres zellulares Erschlielen des Defektzentrums, sodass die
Phase der akuten Entziindung zentraler zu finden ist als bei den mit TCP-Zement
beflllten Defekten, wo erst durch Fragmentierungs- und Lésungsvorgange nach der
Implantation Poren im Material entstehen, die nachfolgend erschlossen werden
kénnen. Diese zeitliche Abfolge lasst sich bei den reaktiven Tieren der Gruppe llI
nicht nachvollziehen. Hier beschrankt sich die zellulare Reaktion aufgrund der
fehlenden Porositat auf die Defektperipherie. Der Kontakt der Zellen zur Oberflache
des kompakten Zementes ist vergleichsweise geringer als in den Gruppen | und Il.
Verschiedene Phasen der Entzindung lassen sich auf dem engen Raum nicht
nachweisen, jedoch dominiert die durch die Polykaryen gekennzeichnete

Fremdkoérperreaktion das Entziindungsgeschehen.
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Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie, dass der verwendete
Versuchsaufbau und der Untersuchungszeitpunkt gut geeignet sind, um die
Biokompatibilitat von Knochenersatzstoffen in der fruhen Heilungsphase zu

uberprufen.

Das CaP-Granulat weist die besten osteokonduktiven Eigenschaften auf, bei einer in
der Defektperipherie und den &ul3eren Abschnitten der Defektmitte nur (noch)
schwach ausgepragten Fremdkérperreaktion, und fuhrt zu einer deutlich Giberlegenen
Knochenneubildung in der Frihphase p.i. (Tab. 4). Auch der TCP-Zement zeigt gute
osteokonduktive Eigenschaften. Allerdings féallt das Ausmald der Knochenneubildung
im direkten Vergleich zum CaP-Granulat deutlich geringer aus und die chronisch
entzundliche Reaktion stellt sich am Ubergang zur Defektmitte noch ausgepragter
dar (Tab.3, Tab.4). Der mithilfe von Phosphoserin modifizierte CaP-Zement bietet
sich sowohl aufgrund seiner fehlenden Porositat und damit unterlegenen
Osteokonduktivitdt und Stimulus zur Osteogenese als auch der heterogenen
entzundlichen Reaktion auf das Implantat in dieser Form der Anwendung nicht an
(Tab.4).
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Vergleichende Ubersicht:

Entziindungszellen und deren rdumliche Verteilungsmuster

Gruppe: I Il I v
Material: TCP-Zement CaP-Granulat CaP-PS-Zement Leerdefekt
Lokalisation | DP | DM | Dz | DP | DM | DZ | DP | DM | DZ |DP | DM | DZ
Granulozyten | + + ++ - + ++ | +/+ - - - - -
Lymphozyten | + ++ - + + + | +H++ - - + | (4) -
Makrophagen | ++ ++ +) | ++ ++ (+) | H/++ | -+ - + (+) -
Polykaryen ++ + - ++ | +++ - +/++ | [+ - + (+) -

Tabelle 3: Entziindungszellen und deren raumliche Verteilungsmuster

-: keine (+): vereinzelt +: einige ++: viele +++: sehr viele

DP: Defektperipherie DM: Defektmitte DZ: Defektzentrum
Vergleichende Ubersicht:

Defektfullung, Ausmald der Osteogenese und der Fremdkorperreaktion
Gruppe I: Il: Il A
Material TCP-Zement CaP-Granulat CaP-PS-Zement Leerdefekt
Defeki- In sﬂy Granulla.t-PartlkeI Kompakter Er.ythrozyte_n-
Fullun fragmentierter mit intra- Zement-Block reiche, Fibrin-

g Zement partikularen Poren dominierte Matrix

LK (DP): + LK (DP): + LK (DP): + LK (DP): +
Knochen- |BM: ++ BM: ++ |BM: +/- |BM: (+)
neubildung | BK: + BK: +++ | BK: +/- |BK: (+)
TCP: + CaP: ++ |CaP-PS: +/- |DM: -
DP: ++ DP: ++ |DP: ++/+ |DP: +
Fremd-
BK: ++ BK: + BK: ++/- |BK: +
korper-

_ DM: + DM: +++ | DM: - DM: -

reaktion
Dz: - Dz: - Dz: - DZz: -

Tabelle 4: Defektfillung, Ausmald der Osteogenese und der Fremdkorperreaktion

-: keine
LK: Lagerknochen
DZ: Defektzentrum

+: maRig

++: deutlich

DP: Defektperipherie

+++: stark

BK: Bohrkante

DM: Defektmitte
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es, in der Friihphase der Entziindungsreaktion, 10 Tage nach
der Implantation, drei verschiedene osteokonduktive Knochenersatzstoffe auf CaP-
Basis anhand eines standardisierten Operations-Modells im Hinblick auf den
jeweiligen Grad der Fremdkorperreaktion zu untersuchen. Es handelt sich um eine

vergleichende Studie, wie sie unter anderem auch von Hak (2007) gefordert wird.

5.1 Tier- und Operationsmodell

Weil Nager im Vergleich zum Menschen einen deutlich beschleunigten
Knochenstoffwechsel aufweisen, und Kaninchen eine dreifach schnellere
Knochendegradation und -neubildung besitzen als der Mensch (Flautre et al., 1999),
wurde das Schaf als Versuchstier gewahlt. In Verknipfung mit dem
Tibiabohrlochdefekt kénnen die experimentell gewonnenen Erkenntnisse hinreichend

auf die beim Menschen zu erwartenden Verhéltnisse zu tbertragen werden:

e Die organische und anorganische Zusammensetzung des ovinen Knochens
ist nahezu identisch mit der von humanem Knochengewebe (Rehman et al.,
1995).

e Die Tibia des Schafes ist in Form, Grof3e und Knochenstruktur mit
menschlichem Knochen vergleichbar (Stiinzle et al., 1998).

e Die Tibia des Schafes lasst sich mit gebrauchlichem humanmedizinischem
Instrumentarium bearbeiten (Wissing et al., 1990).

e Sie liegt wie die menschliche Tibia in der Tragachse der Gliedmafl3e und
erfahrt ein ahnliches Belastungsmoment (Wissing et al., 1990).

e Die Geschwindigkeit der ablaufenden Regenerationsprozesse lassen sich am
ehesten mit der menschlichen Knochenregeneration vergleichen (Wissing et
al., 1990; Stiinzle et al., 1998).

Das Bohrlochmodell erlaubt die Schaffung von standardisierten Knochendefekten,
welche die systematische Untersuchung verschiedener Werkstoffe unter
vergleichbaren Bedingungen ermdglicht (Stinzle et al., 1998). Dies beruht zum
Einen auf der Tatsache, dass aufgrund des stabilen Lagers keine zusatzliche

Osteosynthese zur Stabilisierung des Defektes notwendig ist. Zum Anderen ist das
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Lager im Bereich des Tibiakopfes ersatzstark: Aufgrund der guten Vaskularisation
wird ein rasches Einwachsen von Granulationsgewebe ermoéglicht. Zudem hat der
Defekt ein kritisches Ausmal3, was nach Gosain et al. (2000) bedeutet, dass dieser

Defekt nicht durch korpereigene Regeneration knochern durchbaut werden kann.

Das gewahlte Operationsmodell dient der Identifizierung der Zellen am
Implantationsort der Knochenersatzmaterialien. Die Zellcharakterisierung erlaubt es,
Ruckschlusse auf das jeweilige Ausmald der Entziindungssituation 10 Tage p.i. und
damit auf die Biokompatibilitdt zu ziehen.

5.2 CaP-basierte Werkstoffe

Eingang in die Untersuchung fand ein durch Zugabe von Phosphoserin modifizierter
CaP-Zement, der mit einem etablierten, nicht modifizierten CaP-Granulat gleicher
chemischer Zusammensetzung und einem Zement auf 3-TCP-Basis mit Blick auf die
Fremdkdrperreaktion und das kndcherne Einwachsverhalten verglichen wurde. Der
Ausgangszement, welcher in Gruppe Il mit Phosphoserin modifiziert verwendet
wurde, basiert auf dem von Driessens et al. (1997) entwickelten injizierbaren
Knochenzement. Er besteht aus einem Gemisch von a-Tricalciumphosphat (a-TCP),
anhydriertem Dicalciumphosphat (Ca,HPO,4), Calciumcarbonat (CaCOs) und
prazipitiertem Hydroxylapatit (pHA) mit einer wassrigen Ldsung, welche
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) enthalt. Ooms et al. (2003b) beobachten
Ubereinstimmend mit Driessens et al. (1997), dass die passive Resorption durch
Losungsprozesse bei diesem Zement eine untergeordnete Rolle spielt, und davon
ausgegangen werden kann, dass die Degradation des Materials durch resorptiv
aktive Zellen wie zum Beispiel Osteoklasten vorgenommen wird. Die Studie von
Driessens (1997) zeigt, dass der Zement biokompatibel und osteokonduktiv ist,
jedoch aufgrund seiner fehlenden Porositat einem rein zentripetalen Abbau
unterliegt. Del Real et al. (2003) zeigten, dass durch das Erzeugen von Gasblasen
im Zement geschaffene Makroporen tatsachlich zu einer deutlich beschleunigten
zellularen Resorption des Zementes fuhrt. Allerdings wurde die Porositat im Vorfeld
geschaffen, das hei3t es wurde nicht der urspringlich injizierbare Zement
eingebracht, sondern der ausgehartete Zement als bereits geformter, poréser
Korper. Bei den Tieren der Gruppe Il wurde das auf dem Markt befindliche Calcibon-

Granules® (Fa. Biomet Merck, Darmstadt) verwendet. Dieses entspricht in seiner
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Zusammensetzung dem Zement der Gruppe lll, jedoch wurden bei der Herstellung
durch spezielle Verfahren Makro- (150-550 pum) sowie Mikroporen (<10pm) im
Granulat erzeugt, die das Wandern von Zellen des Granulationsgewebes und das

Einsprossen von Blutgefal3en ermdoglichen.

Da die Verbesserung der Biokompatibilitét von Werkstoffen bei gleichzeitiger
Optimierung der biomechanischen Eigenschaften von groRem Klinischen Interesse
ist, haben sich eine Reihe von Wissenschaftlern der Modifikation von Werkstoffen
gewidmet, indem Materialien aus allen Kategorien der Knochenersatzmaterialien auf
unterschiedliche Weise mit Matrixproteinen wie OPN, OC, bFGF, BMP oder Coll |
versetzt wurden (Knepper-Nicolai et al., 2003; Niedhart et al., 2003, 2004; Rammelt
et al.,, 2004, 2005). Gegen ein kommerzielles Anbieten dieser Modifikationen
sprechen aber die schlechte Verflugbarkeit von speziesspezifischem Protein und die
damit verbundenen hohen Kosten (Reinstorf et al., 2004).

Daher hatten die Arbeiten von Reinstorf et al. (2004) zum Ziel, eine schnelle zellulare
Resorption ohne Anzeichen einer chronischen Entzindung bei gleichzeitiger
Formation von neuem Knochen auf eine andere Art und Weise zu erreichen. Well
sich ein Granulat abhangig von dem Ort der Applikation in das umliegende Gewebe
verlagern kann und auch keinen mechanischen Halt fir das umliegende Gewebe
bietet (Ooms et al., 2003a), wurde ein Zement gewahlt und so modifiziert, dass sich
dessen Interaktion mit den Zellen der Wirtsumgebung verbessert und gleichzeitig die

biomechanischen Eigenschaften optimiert werden.

Unter Zugrundelegung der Erkenntnis, dass vor allem phosphorylierte Serinreste in
Knochenmatrix-Proteinen wie BSP oder OPN mit Hydroxylapathit interagieren
(Hunter et al., 1994 a,b; Ganss et al.,1999; Sodek et al., 1999; Benaziz et al., 2001),
wurde O-Phospho-L-Serin (Phosphoserin, PS) in einer Konzentration von 10 mg/g zu

dem in der vorliegenden Studie verwendeten Zement hinzugeflgt.

5.3 Zellnachweis und -identifizierung

Um die Phasen der Entziindung im Rahmen der Beurteilung der Biokompatibilitat der
implantierten Materialien richtig einschatzen zu koénnen, ist es notwendig die
beteiligten Zellen sicher identifizieren zu kénnen. Gelingt dieses durch histologische

Standardfarbungen wie der Hamatoxylin-Eosin-Farbung oder der Toluidinblau-
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Farbung von Paraffinschnitten oder Dunnschliffpraparaten bei einigen Zell-
Populationen wie den Granulozyten oder auch der Lymphozyten aufgrund des
eindeutigen Phénotyps zuverlassig, so gestaltet sich die Zuordnung bei den ein- und
mehrkernigen  Zellen monozytaren Ursprungs wegen des wechselnden
Erscheinungsbildes im Zuge unterschiedlicher Differenzierungsgrade schwierig. Die
sichere Charakterisierung der multinuklearen Zellen als Osteoklasten oder FKRZ
(sowie ihrer mononukledren Progenitorzellen) ist nur schwierig anhand ihrer im Licht-
mikroskop zu erkennenden Morphologie sicher zu treffen. Um die mono- und
multinukledren Zellen in ihrer Gesamtheit identifizieren zu kénnen, wurden sie mit
Hilfe eines gegen das Epitop EBM-11 des CD68-Antigens gerichteten Antikorpers
immunhistochemisch detektiert.

CD68 ist ein mit Lysosomen assoziiertes Glykoprotein (110 kDa) und wird als
spezifisch fir Monozyten, Makrophagen und ihre Polykaryen inklusive der
Osteoklasten angesehen (Athanasou et al., 1990, 1992, 1996, 1999). Im Rahmen
der eigenen Untersuchungen erwies sich der EBM11-Klon des Anti-CD68-
monoklonalen Antikdrpers (mAK) ohne die Notwendigkeit der Antigendemaskierung
als zuverlassiger Marker der monozytaren Zelllinie an Paraffin-eingebetteten
Schnitten. Die von Kunisch et al. (2004) beschriebene Reaktivitat von aktivierten
Endothelzellen mit dem EBM11-mAK kann an den im Rahmen dieser Untersuchung
angefertigten Schnitte nicht bestatigt werden, wohl aber die Beobachtung, dass
wenige Fibroblasten ebenfalls ein schwach markiertes Zytoplasma aufweisen. Dies
kénnte auf das Vorkommen von CD68-haltigen Lysosomen in den entsprechend

markierten Zellen zuriickzufiihren sein.

Weil sowohl der Multinukleation von FKRZ als auch der von Osteoklasten ein
Fusionsvorgang der mononuklearen  Zellen  vorrausgeht, wurde die
immunhistologische Identifizierung des Membranproteins CD44 angestrebt. Wie in
der Literaturibersicht (Kap. 2.2, S.21) beschrieben, geht der Fusion von
kompetenten Makrophagen eine verstarkte Synthese von CD44 voraus (Sterling,
1998), welche nach dem Fusions-Modell von Vignery (2005) die Annéherung der
Plasmamembranen der fusionierenden Zellen zur Folge hat. CD44 st ein
ubiquitdres, vor allem ein bei allen migrierenden Zellen und Osteozyten
nachweisbares Membranprotein, wird jedoch auch von Makrophagen synthetisiert.

Die Colokalisation von CD44 mit CD68 in Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie
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wurde in der Gruppe Il exemplarisch durch Doppelinkubation aufgezeigt.

Bei dem verwendeten, gegen porcines CD44 gerichteten Antikdrper der Firma
Serotec (MCA1449) ist sowohl eine Kreuzreaktivitat gegen die ovine Form als auch
die Verwendbarkeit auf Paraffin-eingebetteten Schnitten beschrieben. Wie die
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, hinterlassen der eingesetzte
Antikdrper und das verwendete Detektionssystem ein differenziertes, auf die
Zellmembran beschranktes Farbemuster.

Zusatzlich wurde in enzymhistochemischen Untersuchungen die TRAP-Aktivitat der
mono- und multinuklearen Phagozyten in allen Gruppen Uberprift. Diese gilt als ein
charakteristisches, sogenanntes Markerenzym von Osteoklasten, wurde jedoch auch
bei Makrophagen, Fremdkdorperriesenzellen und Dendritischen Zellen nachgewiesen
(Kadoya et al., 1994; Athanasou et al., 1996; Gauthier et al., 1999; Hayman et al.,
2000, 2001). Sie qilt allgemein als Indikator fur das Ausmald zellvermittelter
Degradation von Knochen und Knochenersatzmaterialien. Halleen et al. (2002)
konnten in vivo die Korrelation der Serum-Konzentration von TRAP-5b mit der
Knochenresorptionsrate nachweisen. Kirstein et al. (2006) zeigten, dass TRAP nur
von resorptiv aktiven Osteoklasten auf die Knochenoberflache sekretiert wird, und
vermuten, dass dieses resorptive Verhalten der Osteoklasten von einem bislang
unbekannten ,Mineral“-Rezeptor abhangig sei. Fur die Funktion der TRAP innerhalb
des Resorptionsprozesses existieren verschiedene Ansatze. Es wird angenommen,
dass das Enzym von Osteoklasten auf die Knochenoberflache sekretiert wird,
anschlieRend durch Endozytose wieder aufgenommen und durch Transzytose zu der
basolateralen Oberflache transportiert wird (Halleen et al., 2003, Vaaraniemi et al.,
2004, Ljusberg et al., 2005). In den Vesikeln generiert das Enzym freie Sauerstoff-
Radikale, welche zum Auflésen des durch Kathepsin K freigesetzten Kollagens
bendtigt werden (Halleen et al., 1999, 2003; Vaaraniemi et al., 2004, Ljusberg et al.,
2005). Daruber hinaus agiert die TRAP auch als Phosphatase welche in der
Howship“schen Lakune OPN und BSP dephosphoryliert. In dieser Funktion wirkt das
Enzym auch regulatorisch, denn dephosphoryliertes OPN dient den Osteoklasten
nicht mehr als Bindungspartner und verhindert somit deren Haftung am Knochen
(Ek-Rylander et al., 1994).
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5.4 Fremdkdrperreaktion als Indikator der Biokompatibilitat

Durch das Trauma, welches bei der Implantation von Biomaterialien entsteht, kommt
es zunachst zur Interaktion von Blut mit dem eingebrachten Material sowie zur
Ausbildung einer provisorischen Matrix. Nach dem Schema von Anderson et al.
(2008) folgt auf die akute Entziindung, welche sich nach wenigen Tagen auflost, die
chronische Entzindung und die Fremdkdrperreaktion mit Ausbildung von
Granulationsgewebe und einer fibrésen Kapsel. Diese Entziindungssequenzen sind
in vivo nicht scharf voneinander abgesetzt und je nach Untersuchungszeitpunkt und
Werkstoff kénnen verschiedene Phasen dieser Kaskade nebeneinander existieren

beziehungsweise in einander Gbergehen.

Wie die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dominieren bei den
Tieren der Gruppen | und Il vom Defektzentrum bis zu dem Ubergang zur Defektmitte
neutrophile Granulozyten das Zellbild. Dieser Defektbereich ist bei der Gruppe |li
aufgrund des fehlenden interkonnektierenden Porengefiiges nicht von Zellen
erschlossen, bei den Tieren mit unbefillten Defekten liegt eine Fibrin-dominierte
Matrix vor. Im Zentrum der Defekte von Gruppe Il sind jedoch im Unterschied zu
denen der Gruppe | bereits erste Anzeichen einer chronischen Entziindung in Form

von Lymphozyten nachweisbar.

Nahert man sich der Fragestellung, ob die bei den Tieren der Gruppen | und Il
festzustellende akute Phase der Entziindung Uber die gesamten 10 Tage Standzeit
aufrechterhalten wurde, so muss bedacht werden, dass neutrophile Granulozyten
von kurzer Lebensdauer sind und schon nach 24-48 Stunden untergehen. Daruber
hinaus ist die Phase der Emigration von Neutrophilen nur von kurzer Dauer, denn die
chemotaktischen Faktoren fir diese Population werden Kkurzfristig aktiviert
(Anderson, 2001). Histologisch ist bei beiden Gruppen aufféllig, dass eine Vielzahl
von Zellen nicht mehr intakt ist (Abb. 30), sondern Karyopyknosen als Zeichen eines
Zelluntergangs zeigen. Daraus lasst sich schlieen, dass in Gruppe | und Il die
Bereiche, in denen sich zum Untersuchungszeitpunkt noch neutrophile Granulozyten
nachweisen lassen, erst vor etwa 24-48 Stunden von diesen erschlossen wurden.
Dies kann zum Einen durch Lésungs- und Fragmentierungsprozesse der Werkstoffe
p.i. erklart werden: Diese Vorgange setzen sich noch Tage nach der Implantation fort
und so kommt es immer wieder zu Oberflachenvergréf3erungen, Blut-Material-

Interaktionen und somit zu einem chemotaktischen Stimulus, welcher die



Diskussion

Rekrutierung der Granulozyten aufrecht erhalt. Zum anderen ist 10 Tage p.i. bereits
eine Neovaskularisation der Defektmitte erfolgt, sodass die Evasation der
Granulozyten nicht, wie unmittelbar nach der Implantation, nur aus der
Defektperipherie erfolgt, sondern nunmehr auch von der inzwischen vaskularisierten

Defektmitte. Dieses hat eine wesentlich verminderte Migrationsdistanz zur Folge.

Vergleicht man die Gruppen | und Il miteinander, so ist ihnen gemeinsam, dass
sowohl in der Defektperipherie als auch in der Defektmitte zahlreiche Makrophagen
identifiziert werden konnen. Allerdings unterscheidet sich die Verteilung der
Polykaryen deutlich voneinander: Bei der Gruppe | (TCP) sind zahlreiche Polykaryen
im Bereich der Fettgewebsnekrosen und des Granulationsgewebes der
Defektperipherie nahe der Bohrkante zu finden. In der Defektmitte sind Polykaryen
nur anliegend an den Fragmenten des TCP-Zementes nahe der Bohrkante zu
detektieren. Bei der Gruppe Il (CaP-Granulat) hingegen ist eine ringférmige
Konzentration von Polykaryen entlang der Fettgewebsnekrosen und des Bohrmehls
zu sehen. Dieser schliel3t sich eine Zone der Osteogenese lokalisiert zwischen der
Bohrkante und den ersten Granulat-Partikeln an, wo verhaltnismaRig wenige Zellen
monozytaren Ursprungs zu sehen sind. Der Grund hierflr ist in der Tatsache zu
sehen, dass durch das Osteoid auf dem Werkstoff und dessen Besiedelung mit
Osteoblasten keine freien Granulatoberflachen zur Verfigung stehen. In den
Bereichen der Defektmitte, wo die Granulat-Oberflache noch nicht mit Osteoblasten
besetzt ist, sind dagegen viele CD68-markierte Polykaryen und Makrophagen im
Granulationsgewebe und entlang der Granulat-Oberflachen perlschnurartig aufge-
reiht. Bei zwei Tieren innerhalb der Gruppe Il konzentrieren sich die markierten
Zellen in der Defektperipherie im Granulationsgewebe, an den Fettgewebsnekrosen
und dem Lagerknochen nahe der Bohrkante. In der Defektmitte liegen die markierten
Polykaryen und Makrophagen entlang der Werkstoffoberflache. Zwei weitere Schafe
dieser Gruppe zeigten keine Reaktion auf die Implantation des Zementes. Die
detektierten Zellen beschranken sich auf die ringférmig um den Defekt sichtbaren
Fettgewebsnekrosen der Defektperipherie. Auch bei den Tieren der Gruppe IV
stellen sich die Zellen der monozytaren Linie durch eine deutliche Markierung von
CD68 dar. Sie sind fast ausschlie3lich innerhalb der Defektperipherie entlang der
Fettgewebsnekrosen und dem Bohrmehl lokalisiert. Einige wenige sind in den

Bohrkanten-nahen Bereichen der Fibrin-Matrix innerhalb der Defektmitte zu
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erkennen. Im Vergleich zu den ubrigen Gruppen ist die ,zellulare Situation“ bei den
Tieren der Gruppe IV als physiologische Reaktion auf das operationsbedingte
Trauma anzusehen. Die Fremdkorperreaktion als Reaktion des Korpers auf einen
implantierten Werkstoff ist hier auszuschlieRen. Diese Beobachtung legt nahe, dass
die bei allen Gruppen nachgewiesene Fremdkorperreaktion an den Fettgewebs-
nekrosen der Defektperipherie vor allem traumatisch bedingt ist und sich unabhangig
von dem implantierten Material vollzogen hat. Zwei Tiere der Gruppe Il zeigen ein
ahnliches reaktionsloses Zellbild. Dieses Phanomen kann viele Ursachen haben:
Abweichende Bedingungen intra operationem, wie zum Beispiel die Notwendigkeit
von vermehrtem Spilen des Defektbereiches oder das dichte Packen des Defektes
mit dem Werkstoff, sodass keinerlei Bewegung zwischen dem Zement und dem
Knochenlager moglich ist. Weitere mogliche Ursachen wéaren chirurgische Fehler in
der Wahl des Zuganges: Eine Verbindung zum Kniegelenk und damit das Eindringen
von Synovialflissigkeit in den Defektbereich sind in Betracht zu ziehen, auch wenn in
den histologischen Untersuchungen ein solche Abweichung nicht nachvollziehbar ist.
Auch individuelle Ursachen, wie verminderte Durchblutung des Defektbereiches,

waren denkbar.

Die anderen beiden Schafe der Gruppe Il wiesen ahnlich wie die Tiere der Gruppen
| und Il eine von CD68-positiven Zellen dominierte Reaktion auf. Weil am Zement
und innerhalb der Defektperipherie multinukledre Zellen vorherrschen (Abb. 42), ist
hier von einer Fremdkorperreaktion zu sprechen. Entsprechend spiegelt bei den
Tieren der Gruppe Il die groRe Zahl an Polykaryen innerhalb der Defektmitte den
Vorgang einer Fremdkorperreaktion in diesem Bereich wider. Lediglich am Ubergang

zum Defektzentrum herrscht noch die chronisch entziindliche Antwort vor.

Bei den Tieren der Gruppe | sind hauptséachlich monohistiozytare Zellen im
Granulationsgewebe der Defektmitte vorhanden. Diese sind vor allem Ausdruck einer
chronischen Entziindung. Das Vorkommen von Polykaryen im Bereich der
Defektperipherie und an den auRBeren TCP-Fragmenten weist jedoch auf das
Einsetzen der Fremdkdrperreaktion hin. Diese Verteilung der Entzindungszellen
unterstreicht die fur die zentralen Bereiche der Gruppe | aufgestellte These der
zeitabhangigen Besiedelung der Defekte, die mit den sich vollziehenden Ldsungs-

und Fragmentierungsvorgangen koinzidieren.

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich sagen, dass die Progression der Entztindungs-
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vorgange bei porésen Knochenersatzstoffen nach der Implantation von peripher
nach zentral fortschreitet und die Geschwindigkeit dieser Progression abhangig ist
von der Loslichkeit des Werkstoffes und der Auspréagung der Poren: Sukzessive
entstehende Poren erlauben eine langsamere Progression als praformierte,

interkonnektierende Poren.

Athanasou (1990) verweist mit Blick auf die immunphé&notypische ldentifikation von
Zellen monozytaren Ursprungs auf die Synthese von CDG68. Eine Differenzierung
zwischen Osteoklasten, ihren Vorlaufern und Makrophagen sowie FKRZ kann
aufgrund der Tatsache, dass auch die Osteoklasten und ihre Vorlaufer der
monozytaren Linie entstammen, mit Hilfe der CDG68-Immunhistochemie nicht
vorgenommen werden. Mithilfe des immunhistochemischen Nachweises von CD68
wurden daher in den vier Gruppen zuverlassig alle Zellen der monozytaren Linie
markiert. Dabei zeigten alle dem Knochen, dem Bohrmehl und dem Implantat
anliegenden Polykaryen ein ebenso positives zytoplasmatisches Farbesignal wie die
frei im Granulationsgewebe vorkommenden Polykaryen und einkernigen Makro-

phagen/Monozyten.

Um die Aktivitat der CDG68-positiven Zellen einschatzen zu kénnen, wurde
enzymhistochemisch die Produktion der TRAP untersucht. Im Falle des TCP-
Zementes und des CaP-Granulates ist gleichermal3en festzustellen, dass sich einige
Polykaryen im Bereich der Fettgewebsnekrosen nicht oder nur schwach anfarben
lieRen. Benachbarte, dem Knochen anliegende Osteoklasten sind dagegen deutlich
angefarbt (Abb. 20). Im Gegensatz zu Osteoklasten, welche stets eine starke TRAP-
Synthese aufweisen, sind FKRZ nicht immer durch eine TRAP-Aktivitdt gekenn-
zeichnet. In Anlehnung an Kadoya et al. (1994) sind FKRZ zwar in der Lage TRAP
zu produzieren, tun dieses jedoch vor allem bei Kontakt zu Knochen oder anderem
mineralisierten Material. Aufgrund dessen ist davon auszugehen, dass es sich bei
den an die Fettgewebsnekrosen anliegenden Polykaryen mit schwacher TRAP-

Aktivitat um Fremdkoérperriesenzellen handelt.

Bei der enzymhistochemischen Auswertung der Gruppe |l féallt weiterhin auf, dass
zahlreiche mononukleare Zellen vor allem innerhalb der Defektmitte TRAP-positiv
sind (Abb. 35). Anders verhélt es sich bei den Tieren der Gruppe |: Zwar zeigen auch
hier die Polykaryen, welche sich an Knochen, Bohrmehl oder an den aul3eren TCP-

Fragmenten befinden TRAP-Synthese, jedoch weisen die mononuklearen Zellen der
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Defektmitte, welche sich auf anderen Schnitten mithilfe von CD68 markieren liel3en,
keine TRAP-Aktivitat auf. Daraus ergibt sich die Frage, ob es sich bei den
mononukledren, CD68-positiven Zellen innerhalb der Defektmitte von Gruppe | und Il
um verschiedene Zellen der monohistiozytaren Linie handelt, oder ob es sich um
verschiedene Differenzierungsgrade der gleichen Population handelt. So synthe-
tisieren aktivierte Makrophagen TRAP (Kadoya et al., 1994; Hayman, 2008),
wahrend nach Boyle und Simonett (2003) der mononukleére Osteoklasten-Vorlaufer
keine TRAP produziert. Allerdings wurde auch schon der Nachweis mononuklearer,
TRAP-positiver Osteoklasten gefuhrt: Lassus et al. (1998) berichten, dass
Osteoklasten-Vorlaufer wahrend bestimmter Differenzierungsstadien  sowohl
Makrophagen-typische (non-spezifische Esterase) als auch Osteoklasten-typische
Merkmale (CTR, TRAP) ausbilden. Yagi et al. (2005) konnten nachweisen, dass DC-
STAMP-/- knockout-M&use zwar keine multinukledren Osteoklasten aufweisen, eine
Fusion also unterbunden wird, jedoch sind die mononukleéaren Osteoklasten TRAP-
positiv und resorptiv aktiv, wenn auch weniger effektiv. Diese Beobachtung wird von
Ishii et Saeki (2008) bestatigt. Sie stellten ebenfalls fest, dass die Fusion fur die

Resorption nicht essentiell ist, jedoch deren Effizienz erhoht.

Zur immunphanotypischen Differenzierung zwischen Osteoklasten und pro-
inflammatorischen Makrophagen beziehungsweise FKRZ wurden immunhisto-
chemische Untersuchungen an Paraffinschnitten mit einem gegen CD16 gerichteten,
monoklonalen Antikérper (Klon 2H7) durchgefuhrt. Die Ergebnisse von Komano et al.
(2006) zeigen, dass sich Osteoklasten aus einer CD16-negativen Subpopulation der
peripheren Monozyten entwickeln, wahrend proinflammatorische Makrophagen als
Bestandteil chronischer Entziindungen, wie zum Beispiel der rheumatoiden Arthritis,
CD16-positiv sind (Kawanaka et al., 2004). Der einzige kommerziell erhaltliche
Antikorper ist gegen das CD16-Epitop des Menschen gerichtet und zeigte in der
vorliegenden Untersuchung auch nach diversen Verfahren zur Antigendemaskierung
kein spezifisches Signal. Dies kdnnte auf eine nicht vorhandene Kreuzreaktivitat des
Anti-CD16-Antikdrpers zwischen den Spezies Mensch und Schaf hindeuten.
Aufgrund der unspezifischen Farbesignale konnte die Herkunft und die Zuordnung
der mononukledren Zellen zur Makrophagen- oder Osteoklasten-Linie im Rahmen
der vorliegenden Untersuchung nicht geklart werden. Weitere Versuche zur

Unterscheidung von Osteoklasten-Vorlaufern und Makrophagen sollten jedoch
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unternommen werden.

Um die Fusionsbereitschaft der CD68 positiven Zellen zu uberprufen, wurde ein
immunhistochemischer Nachweis von CD44 gefiihrt. Die Doppelinkubation zum
Beweis der Colokalisation von CD68 und CD44 in Zellen monozytaren Ursprungs
wurde reprasentativ bei den Tieren der Gruppe Il durchgefiihrt (Abb. 32). Die 1998
veroffentlichte Untersuchung von Sterling zeigt, dass zu Beginn der Fusion die
Expression von CD44 in mononukledren Makrophagen stark hochreguliert wird.
Nachfolgend konnten Cui et al. (2006) zeigen, dass die zu Beginn der Fusion
abgespaltene intrazellulare Domane von CD44 zum Zellkern transloziert und dort
NFkB aktiviert. Auffallend stark ist das Signal vor allem bei Polykaryen und nicht
adharenten mononukleédren Zellen in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander.
Dieses ist nach Auffassung von Vignery (2005) als Zeichen von Fusionsvorbereitung
und -bereitschaft anzusehen. Der Zweck dieser Fusion ist die Vergrof3erung der
Zelloberflache zur Steigerung der Resorptionseffizienz (Ishii et Saeki, 2008). Bei den
an den Knochenersatzmaterialoberflachen anhaftenden Zellen konzentriert sich
CD44 auf die basolateralen Anteile der Zellmembran. H&aufig finden sich entlang
dieser Membrandomanen Gruppen von mononukledren Zellen. Diese kdnnten
kinftige Fusionspartner reprasentieren (Abb. 31, 32, 43, 50). Den Grund fir die
basolaterale Verteilung von CD44 bei adharenten Zellen sieht Vignery (2005) in der

Verdrangung durch Integrine, die Uber die apikale Domane die Haftung gewahren.

Eine weitere Erklarung fur die Detektion von CD44 in den Membranen der
Makrophagen/Polykaryen liefert die Untersuchung von Weber et al. (1996). Diese
konnte zeigen, dass sich CD44 zusammen mit OPN an der Rekrutierung von
Makrophagen und Osteoklasten beteiligt. Demnach ist nicht nur Hyaluronsaure ein
potentieller Ligand fir CD44, sondern auch das in der Knochenmatrix ubiquitare
extrazellulare OPN (Weber et al., 1996). Weber konnte beweisen, dass OPN eine
CD44-abhangige Chemotaxis bei Makrophagen bewirkt, wahrend Hyaluronsaure als
klassischer Ligand von CD44 die Aggregation der rekrutierten Zellen und deren
nachfolgende Aktivierung bewirkt. Vor dem Hintergrund der Tatsache, dass die
Oberflache von implantierten Biomaterialien unmittelbar nach der Implantation sofort
von verschiedenen Proteinen uberzogen wird und so erst durch die Zellen ,lesbar”
wird (Anderson, 1988; Wilson et al., 2005), ist eine mogliche Erklarung, dass

Biomaterialien, welche aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften und ihrer
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Oberflachenstruktur vermehrt OPN adsorbieren, starken chemotaktischen,
migrationsfordernden Einfluss auf Makrophagen und Polykaryen ausiiben. Daraus
resultiert der schnelle Ubergang zur Fremdkorperreaktion, welcher zu einer
beschleunigten zellularen Degradation des Implantates fiihrt. Diese Hypothese wird
von der Tatsache untermauert, dass OPN auch als Opsonin fur Makrophagen dient
und die Phagozytose von mineralisierten Partikeln deutlich erleichtert (Pedraza et al.,
2008).

Anderson et al. (1988, 2001, 2008) unterscheiden zwischen einer von mono-
nukledren Zellen (Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen) gekennzeichneten
chronischen Entzundungsreaktion und einer von Riesenzellen und der Ausbildung
von Granulationsgewebe (Fibroblasten, Makrophagen, Neovaskularisation)
charakterisierten Fremdkorperreaktion. Betrachtet man das Zellbild vor diesem
Hintergrund, dann gilt fur die Tiere der Gruppe Il, dass die Fremdkorperreaktion weit
in die Defektmitte vorgedrungen ist und nur am Ubergang zum Defektzentrum noch
Anzeichen der chronischen Entziindung wahrzunehmen sind. In den Bohrkanten-
nahen Bereichen der Defektmitte, wo bereits eine ausgepragte Osteogenese
stattgefunden hat, ist auch die Fremdkorperreaktion schwacher ausgepragt. Bei den
Tieren der Gruppe | findet die Fremdkorperreaktion, charakterisiert durch das
Vorkommen mehrkerniger Riesenzellen, innerhalb der Defektmitte nahe der
Bohrkante statt. Weiter zentral herrschen Makrophagen, Lymphozyten und
Plasmazellen vor (Abb. 13, 17), die Anderson et al. (1988, 2001, 2008) als
Charakteristikum der chronischen Entziindung angeben. Um aus diesem Zellbild
Ruckschlisse auf den zum Untersuchungszeitpunkt herrschenden status quo der
Heilung ziehen zu kénnen, wird im Folgenden auf die Funktion der Lymphozyten

eingegangen.

Brodbeck et al. (2005) untersuchten die Interaktionen von Lymphozyten und
adharenten Makrophagen und stellten fest, dass 82,2% der gesamten Lymphozyten-
Population in Nachbarschaft zu adharenten Makrophagen von T-Lymphozyten
reprasentiert werden, wobei die Population zu etwa gleichen Teilen aus
zytotoxischen (CD8+)-T-Zellen und (CD4+)-T-Helferzellen besteht. (CD4+)-T-
Helferzellen werden durch die von Makrophagen gebildeten Cytokine
(wahrscheinliche Kandidaten sind IL-2 und IL-6) rekrutiert und aktiviert, um vor Ort

ihrerseits IL-4 und IL-13 zu produzieren. Diese Cytokine aktivieren die Makrophagen
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alternativ und stimulieren deren Fusion (Jenney et al., 1998; DeFife et al., 1999;
Gordon 2003; Martinez et al., 2009; Gordon et Martinez, 2010). Eine weitere
Funktion von IL-4 ist die Verhinderung der Apoptose bei adharenten Makrophagen
(Brodbeck et al., 2002). Insgesamt entscheidend fur die Forderung der Fusion ist das
Verhdltnis von Lymphozyten zu Makrophagen: Bei einem Verhéltnis von 2,5:1
beeinflussen die Lymphozyten die Makrophagen maximal, wéhrend ab einem
Verhéltnis kleiner als 1:1 kein Effekt mehr beobachtet wurde (Brodbeck et al., 2005).

Bei den Tieren der Gruppe | herrscht in der Defektmitte &hnlich wie im
Defektzentrum, verglichen mit den Schafen der Gruppe Il, ein friheres Stadium der
Heilung vor. Auch die Defektmitte wurde bei den Tieren der ersten Gruppe
sukzessive von peripher nach zentral, parallel zu den zeitgleich fortschreitenden
Ldsungs- und Fragmentierungsvorgangen des Werkstoffes durch Zellen erschlossen.
Es liegt hier noch die Situation einer chronischen Entzindung vor, welche im
Ubergang zur Fremdkorperreaktion begriffen ist. Dafir spricht auch die starke
Tendenz der mononuklearen Zellen zur Fusion, welche durch die CD44-Synthese
verdeutlicht wurde. Ferner sind die an den &aufReren Fragmenten lokalisierten
schmalen Osteoblastensdume Hinweis fir eine sich etablierende Osteogenese am

Implantat. Diese Situation ist als Zeichen einer guten Biokompatibilitat zu werten.

Ein Zusammenhang zwischen lymphozytarer Infiltration des Granulationsgewebes
und der Bildung von Polykaryen respektive deren Kernzahl lasst sich anhand der
Ergebnisse der Gruppe Il ableiten: Bei dem Schaf, welches eine deutlich
ausgepragte lymphozytare Infiltration zeigte, wiesen die Polykaryen eine hdhere Zahl
an Zellkernen auf als bei dem Schaf mit weniger ausgepragter lymphozytarer

Besiedelung.

Auch bei den reaktiven Tieren der Gruppe Il konnten im Granulationsgewebe
Lymphozyten nachgewiesen werden, die bei den beiden Tieren mit ausbleibender
Fremdkorperreaktion nicht vorhanden waren. In diesen Fallen fand initial sehr
wahrscheinlich keine monozytére Infiltration der Defektperipherie statt, damit wurden
auch keine auf Lymphozyten chemotaktisch wirkenden Cytokine freigesetzt. Somit ist
bei diesen Tieren zum Untersuchungszeitpunkt keine Fremdkorperreaktion zu

erkennen und keine Zement-Degradation vollzogen.

Uber die Rolle von Makrophagen und Fremdkorperriesenzellen nach Implantation
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von Biomaterialien herrscht in der Literatur Uneinigkeit. Es wurde von gezeigt, dass
Makrophagen, die Partikel phagozytiert haben, in der Lage sind, zu Osteoklasten zu
differenzieren (Sabokbar et al., 1997, 1998). Diese sind Teil des physiologischen
Remodelings im Knochen und somit nicht als Indikatoren einer Entziindung

anzusehen, sofern gleichzeitig die Osteogenese stattfindet.

Anderson (2004) unterscheidet zwischen einer chronischen Entzindung und der
Fremdkorperreaktion: Eine anhaltende Prédsenz von mononukledren Zellen
einschliellich Lymphozyten und Plasmazellen gelten als Zeichen einer
unerwinschten, persistierenden, chronischen Entziindung. Die Fremdkdrperreaktion
mit der Ausbildung von Granulationsgewebe und der zellvermittelten Degradation
des eingebrachten Materials ist jedoch als physiologischer Vorgang im Rahmen der
Defektheilung anzusehen. Eine ahnliche Meinung vertritt Lassus (1998), der
Makrophagen als Bestandteil des normalen Degradationsprozesses ansieht. Jedoch
darf es im Rahmen der Ausbildung von Granulationsgewebe nicht zur Ausbildung
einer Kapsel um das eingebrachte Material kommen. Diese ist zwar ebenfalls eine
physiologische Reaktion des Korpers auf ein Fremdmaterial, jedoch verhindert sie
die Osseointegration des Knochenersatzstoffs und ist als Zeichen einer
Inkompatibilitdt zu werten. Bei dem in Gruppe Il verwendeten Zement ist eine
Kapselbildung im weiteren Heilungsverlauf nicht auszuschlieRen, denn das
Granulationsgewebe kann sich aufgrund der fehlenden Porositat nur um den Zement
herum ausbilden. Die Ausbildung von inter- und intrapartikularem Granulations-
gewebe ist im Unterschied dazu erwinscht, weil es die Grundlage der kndchernen
Heilung darstellt und die Grundlage fur die zellulare Degradation des eingebrachten
Materials bildet. Liegt der Knochenersatzstoff nach Implantation, unabhéngig von der
urspringlichen Applikationsform, in poréser Form vor, so ist die Fremd-
korperreaktion bei schwacher, nachlassender chronisch-entzindlicher Antwort als
Ausdruck von physiologischem Degradationsverhalten im Rahmen der Defektheilung
anzusehen, Bei degradierbaren Materialien wie dem TCP-Zement und dem CaP-
Granulat fuhrt die Fremdkdrperreaktion nicht zu einem Versagen des Implantates.
Nuss fasst 2008 zusammen, dass nicht das Ausbleiben einer Zellreaktion im
Wirtsgewebe des Patienten von Wichtigkeit ist, sondern deren angemessenes

Ausmal.
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5.4 Einfluss der Applikationsform

Die Art und Verteilung von Zellen im Zusammenhang mit der Applikationsform der
implantierten Knochenersatzmaterialien zeigt, dass sowohl im Hinblick auf die
osteokonduktiven Eigenschaften als auch auf die Fremdkorperreaktion das
verwendete Granulat auf CaP-Basis den beiden anderen Materialien tUberlegen ist.
Es sind bei diesem Werkstoff zwar Anzeichen einer Fremdkorperreaktion
festzustellen, diese wird jedoch begleitet von einer ausgepragten
Knochenneubildung entlang der Knochenersatzstoffoberflachen, was bei einer
Standzeit von 10 Tagen fur eine gute Osseointegration spricht. Ubereinstimmend mit
diesem Befund werden pordse Granulate insgesamt als biokompatibel und
osteokonduktiv beschrieben (Chow 2009). Der guten Biokompatibilitdt liegen auch
die chemischen Eigenschaften des Werkstoffes zugrunde: Das Ausbleiben von
Ldsungsvorgdngen (Ooms 2002, Driessens 1997) und die ausgepragte Adhasion
von TRAP-positiven Polykaryen entlang der Werkstoffoberflachen favorisiert die
Annahme einer rein zellvermittelten Degradation des Knochenersatzstoffes. Die
Neubildung von Knochen entlang der Werkstoffoberflachen verweist auf die
Umwandlung des Materials in kdrpereigenen Knochen im Rahmen des Remodelings.
Dem gegenuber stehen allerdings alle Nachteile, die mit der Applikationsform des
Granulates verbunden sind. Granulate neigen dazu, vom Ort der Applikation

abzudriften (Schndrer et al., 2003), zudem sind sie nicht injizierbar.

Nach der Auffassung von Nuss (2008) ist die Verwendbarkeit von B-TCP einge-
schrankt durch eine unvorhersehbare Resorptionsrate und die Tatsache einer
auRerst kontrovers beschriebenen Biokompatibilitat. Andere Autoren sind hingegen
von der guten Biokompatibilitat und Osteokonduktivitat des von ihnen verwendeten
TCP-Granulates Uberzeugt (LeHeuc et al., 1997; Muschik et al., 2001). Zur Dauer
der Resorption liegen allerdings sehr unterschiedliche Angaben vor. Wahrend
Muschik et al. (2001) eine abgeschlossene Resorption im Mittel nach acht Monaten
feststellen konnten, war der Prozess, den Ergebnissen von LeHuec et al. (1997)
zufolge, erst nach zwei Jahren abgeschlossen. Koepp et al. (2004) stellten sogar
fest, dass zwischen dem sechsten und dem zwdlften Monat p.i. keine weitere
Degradation mehr stattgefunden hat, und wiesen nach zwdlf Monaten noch B-TCP

nach.

Der TCP-Zement ruft in der vorliegenden Untersuchung eine starker ausgepragte
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zellulare Reaktion als das CaP-Granulat hervor. Dabei ist zu bertcksichtigen, dass
nach 10 Tagen der Zement nicht mehr wie urspringlich kompakt, den Defekt
vollstandig ausfullend vorliegt, sondern fragmentiert ist. Zwischen den Fragmenten
sind breite, in weiten Teilen zellular erschlossene interpartikulare Gewebestraf3en zu
sehen. Es stellt sich somit die Frage, wann die zu Grunde liegenden L&sungs- und
Fragmentierungsvorgénge stattgefunden haben. Sind sie sukzessive erfolgt so
erklaren sie die protrahierte akute und chronische Entziindung wie sie in dieser
Gruppe zu beobachten ist. Durch die chemisch-morphologischen Veranderungen
sind vor allem die zentralen Bereiche des Defektes spater zellular erschlossen
worden als im Falle des CaP-Granulates, bei dem die Poren innerhalb der Partikel
schon im Herstellungsprozess geschaffen wurden und von konstanter Grof3e sind.
Losungs- und Fragmentierungsvorgange fuhren immer wieder zu Matrix-Material-
Interaktionen, welche einen wiederkehrenden chemotaktischen Stimulus zur Folge
haben. Sie erklaren das Vorhandensein von neutrophilen Granulozyten im

Defektzentrum.

Jedoch ist auch bei dem TCP-Zement die Ausbildung eines interfragmentéren
Granulationsgewebes mit Makrophagen und deutlichen Anzeichen zellularer
Degradation des Werkstoffes erkennbar. In einigen Regionen ist eine vom Bohrmehl
auf den Zement Ubergreifende Osteogenese zu konstatieren, die eine nachfolgende
Osseointegration der Fragmente nach sich ziehen kann. Diese entspricht in ihrer
Auspragung zwar noch nicht den um die CaP-Granulate zu identifizierenden
Osteoidsdumen, ist jedoch, aufgrund der kubischen, auf hohe Aktivitat hinweisenden
Form der Osteoblasten, sehr wahrscheinlich. Dieser Ablauf deckt sich auch mit den
Beobachtungen von Koepp et al. (2004), denn sobald die Osteoblasten Osteoid auf
einer Biomaterialoberflache produziert haben, ist diese fur degradierende Zellen nicht
mehr zuganglich. Der weitere Abbau erfolgt im Rahmen des physiologischen

Remodelings durch Osteoklasten.

Ziel der Entwicklung des mit PS modifizierten Zementes war ein beschleunigtes
Remodeling in vivo, also ein schneller Abbau des Implantates bei zeitgleich
stattfindender Osteogenese. Verschiedene Arbeitsgruppen (Ganss 1999, Soldek
1999, Hunter 1994a,b) haben gezeigt, dass bei Knochenmatrix-Proteinen wie OPN
oder BSP die phosphorylierten Serin-Reste die spezifische Interaktion mit der

Knochenmatrix-Komponente HAP vermitteln und die Nukleation beeinflussen (Baht
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et al., 2010). Dafur verantwortlich ist die hohe Affinitat zwischen CaP und den
Phosphat- und Carboxylgruppen des PS (Mai et al., 2008). Diese verhindern das
Wachstum der HAP-Kristalle (Hunter et al., 1994, 1996; Pampena et al., 2004) und
fuhren zur Bildung von Nanokristallen, welche dicht gepackt vorliegen. Daraus
resultieren verbesserte chemische und biomechanische Eigenschaften des
Werkstoffes: Die Loslichkeit der kleineren Kristalle steigt an, und die eng gepackten
Kristalle fihren zu einer Verbesserung der Kompressionsfestigkeit und damit zu
einer h6heren mechanischen Belastbarkeit in situ (Reinstorf et al., 2004, 2006). Auch
die spezifische Oberflache wird durch die Modifikation mit PS erhdht (Reinstorf et al.
2004), was eine vermehrte Protein-Adsorption und damit eine vermehrte Zell-
Adhasion zur Folge haben soll (Li et al., 2008). Diese Hypothese wird durch die
Beobachtungen von Reinstorf et al. (2004, 2006) bekraftigt, die zeigen konnten, dass
die Aktivitat von Kkultivierten Osteoblasten und Monozyten auf einem derart
modifizierten Material deutlich erhoht ist, und die Formation von Osteoklasten
respektive FKRZ nicht gestort wird. Darlber hinaus konnten mittels Roéntgen-
Diffraktions-Analyse im ausgeharteten Zement Einschlisse von o-TCP
nachgewiesen werden. Es handelt sich hierbei um Partikel des Ausgangspulvers,
welche durch die Zugabe von PS nicht transformiert wurden. Das zugefugte PS

scheint hierbei das Losen des Ausgangsstoffes zu verhindern.

Es ist jedoch kritisch zu hinterfragen, inwiefern die Addition von PS einen
unmittelbaren positiven Effekt auf das cell-attachment hat. Die Matrix-Proteine wie
OPN oder BSP dienen, nach Adsorption auf dem Apatit mittels ihrer Serin-Reste, als
Anker fur Zellen. Jedoch ist fur die Interaktion der Zellen mit dem Protein nicht der
phosphorylierte Serin-Rest verantwortlich, sondern das in diesen Proteinen prasente
RGD-Motiv (Sodek et al., 1999). Dieses dient den von Osteoklasten und
Makrophagen/FKRZ synthetisierten Integrinen als Anker und vermittelt die zellulare

Interaktion.

Vor diesem Hintergrund ist der Zusatz von PS nicht mit dem Zusatz eines
vollstandigen Knochenmatrix-Proteins oder der RGD-Sequenz zu vergleichen. Im
Unterschied zu derartigen Modellen werden die gewlinschten ,Biokompatibilitats-
Effekte” nicht Uber eine unmittelbare Interaktion des Komposites mit Zellen der
Wirtsumgebung erreicht, sondern vielmehr mittelbar durch Modifikation von

chemischen und strukturellen Eigenschaften des Zementes.
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In ersten in vivo-Versuchen am Grol3tier (Mai et al., 2008) wurden kritische Defekte
im Unterkiefer von Miniatur-Schweinen mit PS-modifizierten CaP-Zement befullt.
Diese zeigten neben guten Applikations-Eigenschaften und einer zufriedenstellenden
Aushartungszeit eine beschleunigte Resorption und Knochen-Regeneration im
Vergleich zu dem Komposit ohne PS. Dieses Ergebnis konnte in der hier
vorliegenden Arbeit an dem Defekt in der proximalen Tibia von Schafen nicht
bestatigt werden. Zwar erwies sich das ,Handling“ des Zementes auch hier als
anwendungsfreundlich und die Aushéartungszeit betrug weniger als 10 Minuten.
Allerdings konnten die beschleunigte Resorption und ossare Regeneration nicht
bestétigt werden. Dies konnte zum Einen an den unterschiedlichen Tiermodellen und
der abweichenden Defekt-Lokalisation liegen, zum Anderen wurde dem
Knochenzement im Falle der Minipig-Studie zusatzlich Coll-1 hinzugefugt, was in der
vorliegenden Untersuchung nicht der Fall war. Nach den Untersuchungen von
Rammelt et al. (2004) resultiert der Zusatz von Coll-I zu einem Werkstoff auf CaP-
Basis in einer deutlichen Beschleunigung der Osteokonduktivitat, Phagozytose und
Osteogenese. Auch in der Untersuchung von Mai (2008) wurde eine deutliche
Beschleunigung des Remodelings bei den Minipigs nach Verwendung des Coll-I-
Komposit festgestellt. Dieses konnte durch Hinzufiigen von PS (25 mg/g) nochmals
verbessert werden. Coll-lI ist demnach eine entscheidende Komponente, die die
Wirkung von PS potenziert. Fur die Nutzung der positiven Effekte von PS in vivo
muss ein Zement oder Komposit verbesserte osteokonduktive Eigenschaften
aufweisen als es der in dieser Untersuchung eingesetzte CaP-Zement vorweisen

kann.

Nach Cornell und Lane (1998) ist Grundvoraussetzung fur Osteokonduktion, dass
der eingebrachte Knochenersatzstoff von fibrovaskularem Gewebe erschlossen wird,
denn dieses Gewebe bildet die Grundlage fur die gewlnschte Osseointegration
(Albreksson und Johansson, 2001). Bei der Verwendung des CaP-Granulates ist
davon auszugehen, dass neben dem interpartikularen Raum, welcher zwangslaufig
bei der Verwendung eines Granulates entsteht, auch die Makro- und Mikroporen ein
schnelles zellulares ErschlieBen des Defekt-Zentrums ermdéglichen (del Real et al,
2003). Anders ist der TCP-Zement zu beurteilen: Hier kam es erst in situ nach
Fragmentierungs- und Losungsprozessen zu dem gewinschten Einsprossen von

Granulationsgewebe in das Implantat. Allerdings sind rein chemisch ablaufende
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Ldsungsvorgange schwer zu kontrollieren und laufen unter Umstanden schneller ab
als die Osteogenese folgen kann. Dieses kann zu Instabilitaten im Defektbereich
fuhren und die Osteokonduktion gefahrden.

Mit der Zugabe von Phosphoserin zu einem ohnehin schon nach Driessens et al.
(1997) als kompakt einzustufenden Zement zeigen die Ergebnisse dieser
Untersuchung, dass sich die in Zellkultur und den Defekten von Minipigs (Reinstorf et
al., 2006; Mai et al., 2008) beobachtete schnelle Resorption nicht einstellt, sondern
dass der Zement sehr kompakt vorliegt und zum Zeitpunkt der Untersuchung keine
Losungsvorgange stattgefunden haben. Jedoch konnte bei keinem der Schafe aul3er
jenem, welches Anzeichen einer Infektion aufwies, eine progrediente akute
Entziindung nachgewiesen werden, was grundsatzlich fir eine gute Biokompatibilitat
spricht. Daher gilt es in weiteren Arbeiten zu untersuchen, wie sich ein solcher
Zement in vivo darstellt, wenn zum Beispiel Gasblasen (del Real et al., 2003) oder
wasserlosliche Kristalle (Takagi et Chow, 2001) zugegeben werden, um ein
interkonnektierendes Porengeflige zu gewéhrleisten. Chow (2009) schlagt vor,
nichttoxische wasserlésliche Kristalle wie zum Beispiel Natrium-Bicarbonat oder
Mannitol in den Zement zu integrieren. Dies fuhrt auch nach seiner Auffassung zu
einem erleichterten Einwachsen von Knochen und einem beschleunigten Abbau des

Zementes im Rahmen des Remodelings.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden tierexperimentellen Studie war es, am Tibiakopf-
Bohrlochmodell des Schafes drei CaP-basierte Knochenersatzstoffe unter
besonderer Bertcksichtigung der Fremdkorperreaktion in der Fruhphase p.i. zu

untersuchen.

Hierzu wurden 2 Jahre alte Merino-Schwarzkopfschafe in 4 Versuchsgruppen
aufgeteilt und an der linken Tibia operiert. Von medial wurde ein Knochenzylinder
von 12 mm Durchmesser und 20 mm Tiefe entnommen. Im Anschluss wurden die
Defekte bei den Tieren der ersten Gruppe mit Tricalciumphosphat (TCP)-Zement
(Gruppe | / TCP; n=3), bei den Tieren der zweiten Gruppe mit einem
Calciumphosphat (CaP)-Granulat (Gruppe Il / CaP; n=2) und bei den Tieren der
dritten Gruppe mit einem Calciumphosphat (CaP)-Zement modifiziert mit 10 mg/g
Phosphoserin (PS) (Gruppe Il / CaP-PS; n=5) geflllt. Mittels eines Knochendeckels,
der aus den jeweils entnommenen Knochenzylindern passgenau gesagt wurde,
erfolgte der Defektverschluss. Bei den als Kontrolle dienenden Tieren der vierten
Gruppe (Gruppe IV / leer; n=3) wurde der unbeflllte Defekt mit einem Knochen-
deckel verschlossen. 10 Tage post operationem wurden die Tiere euthanasiert und

nach Perfusion der linke Tibiakopf entnommen.

Der lichtmikroskopischen Untersuchung dienten Paraffinschnitte, Dinnschliffe und
Semidunnschnitte. Dazu wurden die Proben in unterschiedliche Medien eingebettet
(Paraffin, Kunststoff (Technovit T7200 und Technovit T9100), Harz (EPON). Die
Schnitte und Schliffe wurden zur histomorphologischen Untersuchung gefarbt
(Hamatoxylin-Eosin, Toluidin-Blau, Safranin O) oder der Immun- (CD68/CD44) sowie
der Enzymhistochemie (TRAP) zugefihrt.

Um das raumliche Muster der Fremdkorperreaktion deskriptiv erfassen zu kénnen,
erfolgte eine ringférmige Einteilung der Defekte in 3 Zonen: Die Defektperipherie
beinhaltet das Knochenlager und begrenzt mit der Bohrkante den Defekt. Dieser
wurde weiter unterteilt in die Defektmitte, welche nach zentral an das Defektzentrum

angrenzt.

Die drei Knochenersatzstoffe unterscheiden sich schon in der Ubersichtshistologie

erheblich voneinander: Wahrend der TCP-Zement der Gruppe | in situ fragment und
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die Defekte so bis in das Defektzentrum fur Zellen erschliebar werden, wird der mit
CaP-Granulat versorgte Defekt nicht nur entlang der Granulatoberflachen
erschlossen, sondern auch innerhalb der Poren der Granulat-Partikel, was eine
zusatzliche Oberflachenvergrof3erung und damit einen Vorteil im Bezug auf die
gewunschte Osteokonduktivitdt darstellt. Der durch Zugabe von PS modifizierte
Zement der Gruppe Il fullt die Defekte jeweils als kompakter Block. Es kbnnen keine
Losungs- und Fragmentierungsprozesse zum Untersuchungszeitpunkt festgestellt
werden. Diese Kompaktheit bietet keine Osteokonduktivitat und verhinderte die
zellulare ErschlieBung der Defekte. In der Kontrollgruppe 1V sind die Leerdefekte mit
Erythrozyten-reicher, Fibrin-dominierter Matrix geflllt, eine gerichtete Osteogenese
findet nicht statt.

Bei den Tieren der Gruppe | ist die Knochenneubildung vor allem entlang von
Bohrmehloberflachen und entlang von peripher in den Defekten lokalisierten TCP-
Fragmenten zu erkennen. Im Hinblick auf die Fremdkdrperreaktion kann ein Gradient
von der Defektperipherie, mit einer groBen Zahl von Polykaryen, bis zum Ubergang
der Defektmitte in das Defektzentrum, wo nur noch sehr vereinzelt mononukleére

Phagozyten enthalten sind, nachgewiesen werden.

Bei den Schafen der Gruppe Il préagen bereits deutliche Knochenneubildungs-
prozesse das histologische Bild. Knochenbalkchen uUberbricken die &aul3eren
Bereiche der Defektmitte und integrieren das Granulat bereits kndchern.
Fremdkoérperreaktionen sind an Bohrmehlfragmenten in der Defektperipherie und am
Knochenersatzstoff in der Defektmitte zu beobachten. Sie schwéchen sich bis zum
Ubergang in das Defektzentrum ab. Dominiert noch am Ubergang von der
Defektmitte zum Defektzentrum die chronische Entziindung, sind im Defektzentrum

noch Anzeichen einer spaten akuten Entzindung zu sehen.

Das histologische Bild bei den Tieren der Gruppe lll (CaP-PS) ist sehr heterogen.
Nur zwei Schafe zeigen eine ausgepragte Fremdkorperreaktion im Bereich der
Bohrkante. Ein zellulares ErschlieBen der Defekte ist aufgrund der Material-
Eigenschaften nicht mdglich. Daher konzentriert sich die Fremdkdrperreaktion in
Form von multinuklearen, TRAP-positiven Zellen auf den &auferen Rand des
Knochenersatzstoffes sowie auf den Lagerknochen der Defektperipherie nahe der
Bohrkante. In diesem Bereich ist auch die Besiedlung des Zementes mit

Osteoblasten zu beobachten.
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In dieser Form ist das mit PS modifizierte Material ausreichend biokompatibel, jedoch
muss in weiteren Untersuchungen geklart werden, ob durch weitere Zuséatze wie
beispielsweise Coll-l oder eine verdnderte Applikationsform (praformiertes
Porengeflige) eine ausreichend verbesserte Osteokonduktivitat erreicht werden
kann. Insgesamt ist das CaP-Granulat dem TCP-Zement im Hinblick auf die
Osteokonduktivitat und die Osseointegration bei vergleichbarer entziindlicher Antwort
deutlich tberlegen und sollte, sofern die Applikationsform eines Granulates fir die

jeweilige chirurgische Fragestellung in Betracht kommt, vorgezogen werden.
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7 Summary

The aim of this study was to evaluate three CaP based bone graft materials
especially regarding foreign body reaction during early stage (ten days) after surgery
using critical size drill hole defects in the proximal tibia of sheep.

For this purpose two year old black head sheep were divided into four groups and
underwent surgery using the left tibia. A medial approach was used to cut a bone
cylinder of 12mm diameter and 20mm in depth out of the tibia head. Subsequent the
defects of the animals representing the fist group were filled with Tricalcium-
Phosphate (TCP) Cement (group | / TCP; n=3), the defects of the animals
representing the second group were filled with Calcium-Phosphate (CaP)-Granules
(group Il / CaP; n=2) and those of the animals forming the third group were filled with
a CaP-cement modified with 10 mg/g Phosphoserine (PS) (group Il / CaP-PS; n=5).
The defect was sealed by a bony slice which has been taken from the extracted
cylinder. The animals of the fourth group provide as control, their defects were not
filled, but closed with the bony slice. Ten days after surgery, the sheep were

sacrificed and the left tibia head was explanted after perfusion.

Paraffine sections, “sawing-grinding” samples and semi-thin sections were used for
lightmicroscopical examination. Therefor the specimen were embedded in paraffine,
methyl-methacrylate (Technovit T7200, Technovit T9100) and resin (EPON). All
samples were stained for histomorphometrical examination (Haematoxylin-Eosin,
Toluidin-blue, Safranin O) or exposed to immuno- (CD68/CD44) and enzyme-

histochemistry (TRAP), respectively.

In order to describe the spatial distribution of the foreign body reaction, the defects
were divided into circular areas: the defect periphery includes the outer circle of the
host bone around the defect. The border of the host bone represents the beginning of

the defect area which has been subdivided into a middle and a central part.

Looking at the histological overview, the three bone graft materials differ notably from
each other: the TCP-cement used in group | forms fragments in situ. This enables the
cells to migrate into the center of the defects. The defects filled with CaP-Granules
reveal cells not only along the surfaces of the granule particles but also within the
preformed porous system, which causes an increase of the surfaces of the implant

material and improves osteoconductivity. The modified cement containing PS used in
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group Il fills the defect as a compact block with tight contact to the osseous border of
the host bone. No dissolution or fragmentation processes become obvious at the
moment of examination. The compact material does not reveal any signs of osteo-
conductivity and prevents cellular migration into the defect areas. Defects of group 1V
are filled with fibrin-dominated matrix rich in erythrocytes, newly formed bone can not
be detected.

Looking at the animals of group I, newly formed bone is located around the reaming
debris localized next to the host bone and the adjacent TCP-fragments. Concerning
the foreign body reaction, there is a gradient which is characterized by a high number
of multinucleated giant cells localized within the periphery of the defects. Their
number decreases within the middle part of the defects, while in the central part of
the area there are only a few mononuclear phagocytes.

The animals of group Il are characterized by broad osteogenesis. Trabecles of newly
formed bone are located in the periphery of the middle areas and osseous integration
of CaP granules has already occurred. Foreign body reaction is visible around the
debris and the bone graft material localized within the middle defect area. The
reaction decreases towards the central area, at the transition between the middle and
the central area, signs of chronic inflammation predominate. Later phase of acute
inflammation can still be seen in the central areas of the defects.

Heterogenous histological features become evident within group Il as only two
animals reveal distinct signs of the foreign body reaction. Due to the material proper-
ties, the absence of cells within the defects is a common feature. Multinucleated,
TRAP-stained cells characterizing the foreign body reaction are localized around the

outer border of the bone graft material and in close vicinity to the host bone.

The cement combined with PS which was used in group Il reveals biocompatibility
sufficiently without providing for osteoconductivity. Further studies have to elucidate,
whether other additives such as Coll | or modification of the structure such as
creation of a porous labyrinth can achieve osteoconduction sufficiently. As seen in
group Il, the CaP Granules are superior to the TCP-cement concerning osteo-
conductivity and osseointegration whereas the extent of inflammation is comparable
after the use of both bone substitutes. Therefore the use of the CaP-granules should
be considered when the use of granules is viable for the surgery which has to be

performed.
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