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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Osteoporose

1.1.1 Definition

Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wird die Osteoporose wie folgt definiert:
,Die Osteoporose ist eine Erkrankung, charakterisiert durch eine niedrige
Knochenmasse und eine Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochengewebes,
die zu einer erhéhten Knochenbrichigkeit und zu einem konsequenten Ansteigen des
Frakturrisikos fuhrt“ (World Health Organisation 1994).

Somit ist die Osteoporose als eine Systemerkrankung des Skelettes anzusehen.
Hierbei kommt es zum Verlust von Knochenmasse, welches eine Verschlechterung der
Mikroarchitektur des Knochens zu Folge hat. Dies wiederum fiihrt zu einem erhdhten
Frakturrisiko. Eine Osteoporose ist nach dem Auftreten einer durch
Knochenumbauvorgéange bedingten Fraktur als manifest anzusehen (Dachverband
Osteologie 2009).

Die Osteoporose wird durch die Ermittlung des T-Wertes der Knochendichte mit Hilfe
einer DXA-Messung diagnostiziert. Der T-Wert gibt die Standardabweichung der
Knochendichte von der eines gesunden, 30-jahrigen Menschen an. Liegt der T-Wert
unter -2,5, ist von einer Osteoporose zu sprechen. Liegt der T-Wert zwischen -1 und -
2,5, so liegt eine Osteopenie vor. Des Weiteren kann die Osteoporose an Hand des Z-
Wertes beurteilt werden. Dieser gibt die Standardabweichung der Knochendichte von
einem gleichaltrigen Menschen an. Anhand des T-Wert bzw. des Z-Wertes wird die
Indikation zur medikamentésen Behandlung der Osteoporose gestellt (Wister et al.,
1998).

1.1.2 Epidemiologie

Epidemiologisch betrachtet nimmt die Zahl der an Osteoporose erkrankten Menschen
stetig zu und damit auch die therapeutischen Kosten, so dass die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) die Osteoporose mit in die Liste der zehn
wichtigsten Erkrankungen aufgenommen hat.

Die Zahl der an Osteoporose erkrankten Menschen lag im Jahre 2003 in Deutschland
bei 7,8 Millionen (Haussler, 2007). Dies entsprach fast 10 % der Gesamtbevolkerung in
Deutschland. Schatzungsweise kam es bei 335.400 der Erkrankten zu einer durch
Osteoporose bedingten Fraktur (Haussler, 2007).
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Die Osteoporose und die daraus resultierenden Frakturen belastet vor allem die
Menschen jenseits des 50. Lebensjahres (Compston, 2010), so dass aufgrund des
demographischen Wandels die Zunahme der Erkrankung zu erklaren ist.

Die Osteoporose war lange Zeit ein Problem der westlichen Welt. Sie ist aber bereits in
den letzten Jahrzehnten deutlich haufiger in Schwellenlandern diagnostiziert worden
und wird in Zukunft vor allem ein Thema in Asien werden. Dort werden laut Experten in
Zukunft die meisten Schenkelhalsbriche pro 100.000 Einwohner zu zahlen sein
(Dhanwal et. al. 2010).

Des Weiteren fallt auf, dass bezuglich der Epidemiologie der Osteoporose Erkrankten
in Europa eindeutige geographische Unterschiede festzustellt sind. So besteht zum
Beispiel ein Nord-Sud Gefélle. In Schweden und Norwegen sind deutlich mehr auf
Osteoporose zurtickzufiihrende Schenkelhalsbriiche zu verzeichnen als in der Schweiz
oder in Frankreich (Dhanwal et. al., 2010).

1.1.3 Physiologie des Knochens und Pathophysiologie der Osteoporose

Der Pathophysiologie der Osteoporose liegt ein  Ungleichgewicht im
Knochenremodelling zu Grunde.

Das Skelett ist ein metabolisch aktives Organ, welches sich im Laufe des Lebens
ununterbrochen verdndert und erneuert. Dies beinhaltet den Abbau von
mineralisiertem Knochen durch Osteoklasten, sowie den Aufbau von neuem
Knochengewebe durch Osteoblasten, welche im Anschluss mineralisiert werden
(Abbildung 1).

Hamatopoetische
Stammzellen
(»
Mesenchymale

e Stammzellen
Pri-Osteoklasten -
- 2
Osteoblasten
\ Mononukleire Pri-Osteoblast

Knochenbeleaszellen Qcteoklasten Zellen® ‘_.‘_._‘ - lslalalsls Osteozyten
PR %Y TH FP
Ruhender Knochen Resorption Umwandlung Knochenmatrixaufbau Mineralisierung

Abbildung 1: Knochenumbau: Osteoklasten resorbieren Knochengewebe und Mineralien.
Mononukleére Zellen wandeln sich in Osteoblasten um, welche neue Knochenmatrix bilden. Die
Mineralisierung der Knochenmatrix und die Osteozytenbildung vervollstdndigen den
Remodelingzyklus (‘aus: Kapinas K, Delany AM 2011).
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Der Zyklus des Remodellings besteht aus drei Phasen. Die erste Phase ist die
Resorptionsphase, in welcher die Osteoklasten den bestehenden Knochen
phagozytieren. Parallel hierzu beginnt die Phase des Wiederaufbaues, indem sich
mononukledre Zellen zu Osteoblasten entwickeln und neue Knochenmatrix aufbauen.
Anschlie3end erfolgt die Mineralisierung der neu gebildeten Knochenmatrix.

Diese drei Phasen sind Uber eine Reihe von regulierenden Schritten aneinander
gekoppelt und regulieren die Abstimmung der Interaktion zwischen der
mesenchymalen Osteoblasten-Linie und der hAmatopoetischen Osteoklasten-Linie. Die
anfangliche Aktivierung findet zwischen Osteoklasten- und Osteoblasten-
Vorlauferzellen statt. Dies fuihrt zur Differenzierung, Migration und Fusion der grof3en
mehrkernigen Osteoklasten. Die ausgereiften Osteoklasten setzen sich dann an die
mineralisierte Knochenoberflache und initieren die Resorption durch Sekretion von
Wasserstoffionen und lysosomalen Enzymen wie Cathepsin K, so dass die
Knochenmatrix inklusive des Kollagens bei sauren pH-Werten aufgelost wird. Die
Resorption der Knochenmatrix durch Osteoklasten bildet unregelméRige Hohlrdume im
trabekular aufgebauten Knochen. Diese werden als Howship-Liicken oder im kortikalen
Knochen als zylindrische Havers-Kanale bezeichnet (Raisz, 1999).

Sobald die Resorption durch Osteoklasten beendet ist, lagern sich Zellen aus der
Familie der Makrophagen an der Knochenoberflache an. Diese verdauen die noch
verbliebenen Kollagene und lagern Proteoglykane an den sogenannten Zementlinien
ab. Dadurch wird die Freisetzung von Wachstumsfaktoren induziert und die Phase des
Wiederaufbaues eingeleitet. Nun lagern sich in den zuvor entstandenen Hohlrdumen
mesenchymale Stammzellen in dinnen Schichten an. Diese differenzieren sich zu
Osteoblasten und synthetisieren eine mineralisierbare Knochenmatrix (Karsenty,
Wagner, 2002). Im weiteren Verlauf mineralisieren ausgereifte Osteoblasten die zuvor
gebildete Knochenmatrix. Die Entwicklung der Osteoblasten aus mesenchymalen
Stammzellen wird durch verschiedene Faktoren, wie ,Runt-related Transcription Factor
2 (Runx2) (Raggatt, Partridge, 2010) wund Znkfinger beinhaltenden
Transkriptionsfaktoren (Maes et al., 2007) getriggert.

Die fur das Remodelling zustandigen Zellen werden als ,basic multicellular unit* (BMU)
bezeichnet. Die Lebensdauer einer BMU betragt nur eine einzelne Umbauperiode. Die
Zeit fur die Osteoklasten vermittelte Resorption betragt ca. 3 Wochen, wahrend der
durch Osteoblasten vermittelte Knochenaufbau 3-4 Monate betrdgt. Die Zeiten
variieren jedoch stark zwischen trabekuldrem und kortikalem Knochen. Trabekular
aufgebauter Knochen ist in seinem Remodelling deutlich schneller als der dichtere

kortikale Knochen.
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Ob an einer bestimmten Stelle des Knochens ein Remodelling stattfindet, hangt von
dessen mechanischer Beanspruchung, der Gewebszerstéorung bzw. der
Signalausschuttung von Zytokinen ab (Henriksen et. al., 2006; Hong et al., 2005).

Der Knochenumbau wird dann von Osteoblasten durch die Ausschittung von RANKL
(,Receptor Activator of Nuclear Faktor kappa B Ligand“) begonnen (Hong et al., 2005).
Beendet wir der Remodellingprozess durch das Stoppen der BMU Einheit durch
beispielsweise die Anwesenheit von Ostrogenen oder Transforming Growth Faktor-
beta, welche in den Osteoklasten eine Apoptose induzieren kénnen (Hughes et Boyce,
1997; Nakamura et al., 2007).

Das Remodelling spielt eine entscheidende Rolle wahrend der physiologischen
Wachstumsphase sowie bei der Heilung von Frakturen. So wird beispielsweise im
ersten Lebensjahr eines Menschen das gesamte Skelett einmal erneuert. Hingegen
wird in einem Lebensjahr eines erwachsenen Menschen das Skelett nur zu 10%
erneuert. Entscheidend ist hier, dass das Remodelling des Knochens sich nicht
gleichmafig auf das gesamte Skelett bezieht, sondern trabekular aufgebauter Knochen
zu 20% und Kortikaler Knochen nur zu 5% im Jahr erneuert wird (Fernandez-
Tresquerres-Hermandez-Gil et al.,, 2006). Kommt es also zu einem Ungleichgewicht
zwischen Knochenabbau und Knochenaufbau im Metabolismus des Knochens, so
zeigen sich die daraus resultierenden Komplikationen vor allem im haufiger
umgebauten trabekuldren Knochen. Dies ist in der Spongiosa, dem metaphyséaren
Bereichen der langen Rohrenknochen der Fall, so dass in diesen Bereichen
osteoporotische Veranderungen verstarkt vorzufinden sind (Wronski, 1985; Peng et al.,
1994).

Ein weiterer entscheidender Faktor fir die Entstehung von Osteoporose ist neben der
ungenigenden Osteoblastenaktivitat und der daraus resultierenden Verringerung der
Knochendichte durch die Verdiunnung der Trabekel, die Verdnderung der Architektur
der Knochentrabekel (Weinkamer et al., 2005).

Es gehen vor allem horizontal verlaufende Trabekel verloren. Durch die daraus
resultierende Veranderung der Statik ist die Belastbarkeit des Knochens um ein
Vielfaches verringert, so dass es zu typischen Frakturen kommen kann.

Das Remodelling spielt auch eine wichtige Rolle in der Anpassung und Veranderung
der Architektur eines Knochens auf verschiedene mechanische Anspriche. So wird
Uberflissiger Knochen entfernt, Mikrofrakturen werden repariert und stark belastete
Regionen verstarkt.

Neben der Optimierung der Stutzfunktion hat das Remodelling einen entscheidenden
Einfluss auf die Calciumhomoostase des Plasmas. Aufgrund dessen steht das

Remodelling unter dem Einfluss vom Parathormon sowie Calcetriol und weiteren
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Hormonen wie Wachstumshormonen oder Schilddrisen- und Sexualhormonen.
Ebenfalls kann durch Glucocorticoide, insulindhnliche Wachstumsfaktoren, Zytokine,
Prostaglandine, Tumorwachstumsfaktoren und ,bone morphogenetic proteins“ auf die
Calciumhomodtstase eingewirkt werden. Daraus resultiert eine entsprechende
Beeinflussung des Knochenstoffwechsels.

Aus dem Eingreifen von Sexualhormonen in den Knochenaufbau und Knochenabbau
entsteht die haufigste Form der Osteoporose, die postmenopausale Osteoporose.
Hierbei kommt es durch die, durch das Patientenalter bedingte verringerte Leistung der
Ovarien, zu einer verminderten Ostrogen-Ausschiittung. Dies hat zur Folge, dass die
Serumkonzentration von 17R-Ostradiol nach der Menopause bezogen auf den
pramenopausalem Wert um 85-90 % und die Serumkonzentration von Ostrogen um
65-75 % sinken (Kohal et. al., 1997).

Beide Hormone sind notwendig fur den geregelten Knochenaufbau. Der
postmenopausale Einbruch der Hormone fiihrt dementsprechend zu einem
eingeschrankten Knochenaufbau. Somit entsteht durch den verminderten
Knochenaufbau ein Ungleichgewicht zwischen Knochenabbau und Knochenaufbau mit
einem Uberhang des Abbaus.

Dieser Problematik steht ein Absicherungsmechanismus gegenuber, welcher den
Knochenabbau an den Knochenaufbau bindet und somit einen alleinigen
Knochenabbau verhindern soll. Dies ist Uber die Reaktionskette von RANK/RANKL und
OPG zum Teil gewabhrleistet, so dass nach einer Abbauphase eine Aufbauphase folgt
(Abbildung 2).

‘ Hemmend
« Aktivierend

Hormone
OPG Iytokine
Wachstumsfaktoren

.l

Osteoprogenitor
Zelle

<= ft

RANKL -=i== Osteoblast

Abbildung 2: Interaktion zwischen Knochenabbau und Knochenaufbau

Die Phase des Remodelling startet, und damit die Interaktion der ,basic multicellular
unit* (BMU), indem Makrophagen eine Knochenlicke fur die Osteoblasten erstellen. In

diese Nische wird von den Makrophagen eine dinne Kollagenschicht sezerniert und
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Osteopontin  abgegeben, welches die Bindung von Osteoblasten vereinfacht
(Villanueva et. al; 1986). Somit tragen Makrophagen eine entscheidende Rolle im
Remodelling.

Sind die Osteoblasten am abzubauenden Knochen adaptiert, so kommunizieren diese
mit den Osteoklasten tUber das OPG/RANKL/RANK-System. Von den Osteoblasten
wird RANKL ausgeschiittet, welches sich an den entsprechenden Rezeptor (RANK)
von Osteoporgenitorzellen setzt und so deren Konvertieren in Osteoklasten férdert. Die
Bildung von Osteoklasten kann durch OPG und Ostrogene gehemmt werden. So
kommt es wahrend des postmenopausalen Ostrogenverlustes zu einer
Uberschiel3enden Bildung von Osteoklasten.

In einer Studie konnte zudem an genveranderten Mausen gezeigt werden, wie stark
die Auswirkungen (Osteoporose bzw. Osteopetrose) durch die Manipulation an diesen
Signalstoffen/Rezeptoren ist (Kong et al., 1999).

1.1.4 Osteoporose Tiermodelle

Osteoporotische Tiermodelle wurden vor allem bislang dazu entwickelt in
osteoporotischem Knochenstatus die medikamentose Therapie der Osteoporose zu
testen. Diese Modelle sind nur bedingt fir Fragestellungen im Bereich der
osteoporotischen Frakturheilung zu verwenden.

Um in Zukunft eine bessere Erforschung und Versorgung von osteoporotischen
Frakturen gewahrleisten zu kdnnen, mussen klinische relevante Tiermodelle in diesem
Zusammenhang etabliert werden. Dies gilt insbesondere auch fir die Fragestellungen
mit dem Hintergrund der Stimulation der Frakturheilungsvorgdnge bei Osteoporose
durch Biomaterialien oder systemische Medikation (Hollinger et al., 2008).

Solche Modelle sollten zum Ziel haben, die Knochenheilungsvorgange sowie die
mechanischen Eigenschaften des Knochens und von Osteosynthesen zu untersuchen.
Die generelle Herausforderung hierbei ist die Vergleichbarkeit der Tiermodelle
untereinander und zum menschlichen osteoporotischen Knochen. Beim menschlichen
Knochen ist eine Osteoporose ab einem T-Wert von 2,5 definiert. Bei Ratten ist die
relative Abnahme der Knochendichte nach Ovarektomie geringer als die eines
osteoporotischen menschlichen Knochenstatus (Egermann et al., 2010). Auch sind die
Effekte der Ovarektomie von Tiermodell zu Tiermodell unterschiedlich. So zeigt sich
beispielsweise bei Hunden nach Ovarektomie keine Auswirkung auf die Knochendichte
(Martin et al., 1987; Shen et al., 1992) wahrend es bei Primaten zu einem deutlichen
Knochendichteverlust kommt (Kasra et al., 1994). Des Weiteren bestehen Probleme in
der Vergleichbarkeit der Mel3methoden, da die Knochendichte mit unterschiedlichen
Methoden gemessen wird.
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So wird Knochendichte mittels DEXA oder alternativ mittels pQCT dokumentiert,
welche nicht direkt vergleichbar sind.

Beziglich der Osteoporose Modelle wird in der Literatur eine ovarektomierte Ratte als
Modell fur eine postmenopausale Osteoporose akzeptiert (French et al., 2008), so dass
in vielen Studien die Ovarektomie als ausreichendes Kriterium fiir eine manifeste
Osteoporose bei der Ratte angenommen wird (Francisco et al., 2011, Ito et al., 2002,
Lill et al., 2002).

Essentiell fiir die qualitative Uberpriifung der Osteoporosemodelle ist hier eine Studie,
in der gezeigt wurde, dass bei einer im Alter von 14 Wochen ovarektomierten Sprague-
Dawley Ratte, welche eine Kalzium und Vitamin D freie Diat bekam, nach 4 Wochen
der T-Wert unter -2,5 lag. Im Gegensatz dazu kam es bei einer alleinige Ovariektomie
oder bei Gabe von Steroiden zu keinem signifikanten Abfall des T-Wertes unter -2,5
(Schlewitz et al., 2013). Somit sind zumindest die Grundlagen gelegt, mit diesem
Modell ~ Knochenbruchvorgdnge und  z.B. Knochenersatzmaterialien  bei
osteoporotischem Knochenstatus zu untersuchen.

In einer weiteren Studie wurde bei ovarektomierten Ratten die Kalzium und Vitamin D
freie Diat auf 12 bzw. 14 Monate ausgedehnt. Hier zeigte sich neben einer noch
ausgeprégteren Osteoporose mit einem Z-Wert von -5 eine Verringerung des
Knochengehaltes (Bone mineral content) in bestimmten Knochenbereichen. Jedoch
zeigte sich auch bei den Ratten mit durchgefuhrter Sham-Operation eine beginnende
senile Osteoporose im Alter von 14 Monaten. Insgesamt zeigt die Studie, dass sich das
Frakturrisiko bei osteoporotischem Knochen durch die Parameter Knochendichte,
Knochengehalt und Knochenbereich bestimmen lasst (Govindarajan et al., 2013).
Durch diese Parameter sollten sich in Zukunft Studien an osteoporotischen Tieren
vergleichen lassen. Es sollte jedoch in Betracht gezogen werden, dass beziglich einer
senilen Osteoporose die oben beschriebenen Osteoporose Modelle nicht adaquat sind,
da der Knochen der Ratte erst mit 10 Monaten ausgereift ist (Jee et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wird die Ratte als Tiermodell verwendet. Diese Tierspezies
eignet sich besonders gut fir das Vorhaben, da sie neben dem Schaf, die am
haufigsten in der Literatur beschriebene Tierspezies in Bezug auf Induktion einer
Osteoporose ist (Lill et al., 2002; Egermann et al., 2005; Egermann et al., 2008; Jakob
et al., 2007; Tuner 2002).
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1.2 Osteoporotische Frakturen

1.2.1 Kennzeichen osteoporotischer Frakturen

Es ist aufgrund der Pathophysiologie der Osteoporose seit langem bekannt, dass
osteoporotische Frakturen den metaphyséren, trabekularen Knochen betreffen (Peng
et al., 1994, Wronski et al., 1985). Am haufigsten sind hierbei der distale Radius sowie
der proximale Humerus und Femur betroffen, hingegen sind die diaphysaren Regionen
der langen Rohrenknochen weniger stark betroffen (Cooper et al.,, 1992). Die
Lokalisation der Frakturen im metaphyséren Bereich des Knochens ist ein wichtiges
Kennzeichen von osteoporotischen Frakturen, da Unterschiede in der Frakturheilung
von Diaphyse und Metaphyse bestehen (Steen et al. ,1989), so bildet sich im
metaphyséaren Bereich weniger Kallus als diaphysar (Stuermer et al., 2010).

Ein weiteres Kennzeichen von osteoporotischen Frakturen ist die erhohte
Komplikationsrate wahrend der Frakturheilung (Abbildung 3).

Ein Beispiel hierfir ist die Pseudarthrosenbildung. Hierbei kommt es nicht zu der
knochernen Durchbauung des Frakturspaltes, sondern zur Ausbildung von
Narbengewebe an den frakturierten Knochenenden, so dass zwei Oberflachen
entstehen, die im Sinne einer Falschgelenkbildung interagieren kdnnen.

Der Prozess einer Pseudarthrosenbildung ist aufgrund der gro3en Varianz im Bezug
auf Knochenheilung teilweise schwer einzuschatzen. Zur Diagnose einer
Pseudarthrosenbildung spielt neben dem radiologischen Befund die Zeit eine grol3e
Rolle. So spricht man von einer Pseudarthrose, wenn es mehr als 3 Monate nach der
durchschnittlichen Frakturheilungszeit nicht zu einer radiologisch nachvollziehbaren
Durchbauung der Fraktur gekommen ist (Heppenstall, 1980).

In den USA zeigte sich bei 5-10% von Uber 6 Millionen Frakturen pro Jahr eine
verzogerte Frakturheilung bis zu Bildungen von Pseudarthrosen (Einhorn, 1998).

Auch wenn immer wieder neue Methoden in der unfallchirurgischen Versorgung von
Frakturen angewendet werden, stellt die Pseudarthrose immer noch eine haufige
Komplikation vor allem auch bei osteoporotischen Frakturen dar (Griffin et al., 2009).
Dies verdeutlichen Zahlen der demographischen Entwicklung und dem Ausblick, dass
40% aller Frauen nach der Menopause eine Fraktur mit einem erhdhtem

Pseudarthroserisiko davontragen (Reginster et al., 2006).
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Abbildung 3: Radiologische Darstellung einer Pseudarthrosenbildung mit Versagen des
Osteosynthesematerials bei einer methaphysarem Humerusfraktur bei Osteoporose in typischer
Lokalisation (Radiologische Abteilung Unversitatsiklinikum Giel3en Marburg, Standort Giel3en).

In einigen Studien wurde das Heilungsvermdgen von diaphysaren Frakturen
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass dies in osteoporotischem Knochen aufgrund von
zellularen Veranderungen reduziert ist (Tarantino et al., 2011). Das unterschiedliche
Heilungsvermogen bei osteoporotischen, diaphysaren Frakturen wurde zuvor bereits in
mehreren Studien festgestellt (Kubo et al., 1999; Giannoudis et al., 2007; Xu et al.,
2003; Namkung-Matthai et al., 2001; Wang et al., 2005).

Aufgrund der typischen metaphysaren Lokalisation einer osteoporotischen Fraktur ist
es jedoch wichtig, ein osteoporotisches Tiermodell zu verwenden, in dem im
metaphysaren Bereich eine standardisierte Fraktur etabliert wird. Nur so kann der
Vergleich zu den osteoporotischen Frakturen in der metaphysdren Region beim

Menschen sinnvoll hergestellt werden.

1.2.2 Fraktur-Modelle bei Osteoporose

Wie oben erwahnt, erfordert die Komplexitatt der Osteoporose bzw. der
osteoporotischen Frakturheilung geeignete praklinische Fraktur-Modelle zur klinisch
relevanten Untersuchung von osteoporotischen Frakturen sowie zu deren Testung
bezlglich von Knochenersatzmaterialien und Medikamenten zur Stimulation der
Knochenheilung (Pearce et al, 2007). Ein wichtiger Aspekt ist in diesem
Zusammenhang die Lokalisation der Fraktur in der metaphysaren Region von

Rohrenknochen. In der Vergangenheit fur experimentelle Frakturheilungsstudien
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wurden basierend auf dem Modell von Bonnarens und Einhorn (1984) geforscht.
Hierbei wurden vor allem diaphyséare Frakturen an der Tibia oder am Femur fur
experimentelle Frakturheilungsstudien am osteoporotischen Knochen am Kleintier
verwendet, welche durch eine intramedullare Schienung oder Fixateur-externe-Anlage
osteosynthetisch versorgt wurden (Kubo et al., 1999; McCann et al., 2008; Li et al.,
2010; Li et al., 20014a; Li et al., 2001b; Hatano et al., 2004; Hao et al., 2007; Holstein et
al., 2007a; Histing et al., 2012) (Tabelle 1). Im Hinblick auf die Tatsache, dass
Unterschiede in der Frakturheilung zwischen diaphysdrem und metaphysdrem
Knochen beschrieben sind, wird die experimentelle Untersuchung an der Metaphyse in
diesem Zusammenhang noch relevanter (Steen et al., 1989).

Im metaphyséaren Bereich des Knochens gibt es bislang nur wenige Frakturmodelle am
Kleintier. Die meisten Modelle an der Metaphyse beziehen sich lediglich auf Bohrlécher
bzw. Defekte ohne vollsténdige Kontinuitatsunterbrechung des Knochens, was somit
keiner Fraktursituation entspricht (Holstein et al., 2007b; Krischak et al., 2007;
Monfoulet et al., 2010, Uusitalo et al., 2001). Das bislang einzige metaphysare
Frakturmodell am Kleintier wurde von Stuermer et al., 2010 vorgestellt. Hier wird Uber
eine Osteotomie an der proximalen Tibiametaphyse eine Kontinutitdsunterbrechung
des Knochens erreicht. Die proximale Tibiaregion wird tber eine Osteosynthese mit
einer T-Platte osteosynthetisch versorgt.

Da bei der Studie am metaphysaren Knochen aber erst zum Zeitpunkt der tibialen
Osteotomie die Ovarektomie bzw. die Sham-Operation durchgefuhrt wurde, kann hier
kaum von einem durch Osteoporose erkrankten Knochen gesprochen werden.

Somit muss konstatiert werden, dass im Moment keine klinisch relevanten
Fraktudefektmodelle am metapyhséren langen Roéhrenknochen bei osteoporotischen
Kleintieren existieren. Die Entwicklung eines solchen Modells stellt das erste Ziel

dieser Dissertation dar.
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Anatomische

Autoren Testgruppe Kontrollgruppe ) Ergebnisse
Region
7 Monate alten weibl. Wistar-
Ratten 12 Wochen post
Kubo Femurschaft Osteotomie- Abnahme
et al. 3 Monate nach der Knochendichte in
1999 ovX (@] ktomi der Frakt bei
verminderte SHAM OP varektomie er Frakturzone bei
Calcium Diat der Testgruppe
Mever 6 Monate alten weibl. Sprague- Geringere
y Dawley Ratten Interkondylares | Knochenfestigkeit und
et al. .
2001 Bohrloch Bruchbelastung bei
OovX SHAM der Testgruppe.
2 Monate alten weibl. Sprague-
Dawley Ratten .
Namkung Femurschaft: Reduktion des
OV X . Frakturkalluses und
etal. . Intramedullare | 40 schendichte in
2001 verminderte Nagelung
Calcium Diét- SHAM der Testgruppe.
Osteoporose
Kontrollgruppe
weibl. schweizer Bergschafe
Lill _3mm Kallus mit geringerer
et al. Tibiaschaft- Biegesteifigkeit in der
2003 Osteoporotisch SHAM fraktur; exteme Testgruppe.
Fixation
weibl. Wistar Ratten
Verringerung des
Femurschaftfrak Kalluses _und der_
Xu Knochendichte mit
tur 3Monate
et al. nach Abfall der
2004 OovX SHAM . Osteoblastenzahl im
Ovarektomie. N
trabekularen Knochen
der OV X Tiere
3 Monate alten weibl. Wistar Verlangerte
R Fraktur des
Islam atten RaMUS enchondrale
OV X- . . Ossifikation mit einer
et al. . mandibularis héh
2005 Calciumarme 3Monate nach erhohten
Diat SHAM oV X Osteoklastenanzahl in
der OV X Gruppe
4 Monate alten weibl. Sprague
Dawley Ratten Verlangerte
Wan Tibiaschalft- enchondrale
ot alg fraktur 10 Osifikation, Abnahme
2005' Wochen nach der Knochendichte
OVX SHAM OP OoVvX und des Kalluses bei

ovX
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Autoren Testgruppe Kontrollgruppe | Anatomische Ergebnisse
Region
. 6 Monate alten Sprague Dawley Verringerung der
Qiao Ratten Femurschaftfrak Kallusdichte und der
et al. tur 2 Monate .
2005 nach OV X Osteoklastenzahl in
oVvX SHAM OP der OV X Gruppe.
weibl. Sprangue Dawley Ratten im
Alter von 12 Wochen Sprague- Metha 5
physare I .
Tibiaoste otomie Qualitative Stelg.erung
. und der metgphysaren
Kolios OV X \ standartisierte Fralfturhenung durch
etal. | 3 Gruppenail2 12 SHAM Plattenfixation ~ Ostrogen ohne
2010 (Phytodstrogen operierte 10 Wochen sichtbare Auswirkung
freie Kost, mit Tiere nach der Alendr.onat-
Ostrogenen, mit Ovarektomie. Therapie
Alendronat)
Alter von 3 Monaten bei weibl. 0.5mm gr98e Verbes.serte.
metapyséare Frakturheilung im
Stuermer Sprague-Dawley Ratten . .
ot al. Osteotomie osteoporotischen
2010 zum Knochen nach
Ovarektomie- Ostrogen und
OVX SHAM OP zeitpunkt Raloxifen Behandlung

Tabelle 1: Ubersicht der verschiedenen tierexperimentellen, osteoporotischen Frakturmodelle.

1.3 Biomaterialien zur Stimulation der Knochenheilung

1.3.1 Definition von Biomaterialien

In dieser Arbeit wird als Biomaterial ein Knochenersatzmaterial bezeichnet, das in
biologische Interaktion mit dem umliegenden Knochengewebe treten soll. Ziel dabei ist,
eine Stimulation der Knochenneubildung zu erhalten, die zu einer Integration und einer

gleichzeitigen Degradation des Materials fuhren soll (Kohal et al., 1999).

1.3.2 Mechanismen der Knochenneubildung

1.3.2.1 Osteokonduktion
Unter Osteokonduktion versteht man die Eigenschaft eines Materials, durch seine 3-

dimensionale knochendhnliche Architektur als Leitstruktur (Matrix) fir die Neubildung
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von Knochen zu dienen. Diese dreidimensionale Geometrie wird zum Beispiel von
Hydroxylapatit- bzw. Calcium-Phosphat-Keramiken zur Verfliigung gestellt, die dadurch
fur ein Einwachsen des randstandigen Lagerknochens und die Knochenneubildung in
den Biomaterialien sorgt (Goodman et al., 1998; Schnettler et al., 2003; Schnettler et
al., 2005). Auch bei der héaufig genutzten autologen Spongiosaplastik spielen
osteokonduktive Apsekte bei der Knochenneubildung eine wichtige Rolle (Veitch et al.,
2010; Rajan et al., 2006; Chandler et al., 1993).

1.3.2.2 Osteoinduktion

Osteoinduktion beschreibt die de novo Bildung von Knochen aus pluripotenten
Stammzellen. Hierbei werden Uber Differenzierungsfaktoren, wie z.B. Uber die
sogenannten Bone Morphgenetic Proteins (BMPs), mesenchymale Stammzellen zur
Differenzierung zu Osteo- und Chondroblasten bzw. deren Vorlauferzellen angeregt

und dadurch die Knochenneubildung positiv beeinflusst (Urist, 1965).

1.3.2.3 Osteogenese

Bei der Osteogenese erfolgt die Knochenneubildung direkt Uber Osteoblasten bzw.
deren Vorlauferzellen. Dieses Prinzip lasst sich bei der Behandlung von
Knochendefekten oder Defektfrakturen nur Uber eine autologe Spongiosaplastik
verwirklichen, in der vitale knochenbildende Zellen im Knochentransplantat vorhanden
sind.

1.3.3 Mechanismen der Degradation von Biomaterialien im Knochen

Als Biodegradation bezeichnet man den Abbau von in vivo eingebrachten
Ersatzmaterialien (Draenert et al., 2001).

Bei der Biodegradation sollte darauf geachtet werden, dass die Geschwindigkeit des
Abbaus von Knochenersatzmaterial der Geschwindigkeit des Knochenaufbaues
angepasst ist. Wird das Knochenersatzmaterial zu schnell resorbiert, kommt es zum
Verlust der Leitstruktur. Im Gegensatz dazu kann es bei einer zu langsamen
Resorption zu einer Behinderung der Durchbauung des Frakturspaltes kommen
(Gunther et al., 1998).

Da ein Biomaterial stabil und moglichst degradierbar sein sollte und sich die
gewlnschten Eigenschaften bislang nur bedingt vereinbaren lassen, unterteilt
Heinemann zwei Arten von Knochenersatzmaterialien (Heinemann et al., 2011a):
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Die erste Gruppe sind Massivimplantate. Diese Materialien sind mechanisch sehr
stabil. Es ist allerdings kein Einwachsen von Knochen moglich und die Materialien
werden nicht resorbiert.

Die zweite Gruppe sind die Scaffolds. Dieses Knochenersatzmaterial hat einen
porosen Aufbau und erméglicht das Einwachsen von Knochen und Gefal3en. Es soll
nach einem bestimmten Zeitraum vollig vom Korper degradiert werden.

Die Basis fur das Degradationsverhalten eines Knochenersatzmaterials sind dessen
chemische Eigenschaften, wie zum Beispiel der Mineralgehalt eines Materials. Da sich
Calciumphosphat wie oben beschrieben als Knochenersatzmaterial eignet, wurde im
Rahmen einer Studie die Ld&slichkeit von Calciumphosphat ((Ca(POs),),) , Beta-
Tricalciumphosphat (3-Cas(PO3).),) und Alpha-Tricalciumphosphat (a-Cas(POs),),)
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass sich Calciumphosphat ((Ca(POs),),) nach 24
Stunden im 80°C warmen Wasser am besten loste. Auch bei Alpha- und Beta-
Tricalciumphosphat kam es zu einer, jedoch deutlich verlangsamten, Loslichkeit
wahrend sich eine noch schlechtere Loslichkeit in Wasser bei Tetracalciumphosphat
(Cay(P0O,).0) zeigte und sich Hydroxyapatit (Cas(PO,);OH) nur in stark saurem Milieu,
welches nur in vitro mdglich ist, I6ste (Adam et al., 1998).

Da die Loslichkeit eines Materials mit der Resorption in vivo korreliert (Yamada et al.,
1997), besteht die Mdglichkeit schon in vitro eine Vorauswahl an geeigneten Scaffolds
zu treffen.

In vivo bestimmt aber nicht ausschliellich die Lo&slichkeit eines Materials die
Geschwindigkeit seiner Degradation, sondern auch die Porositat. Die Porositat (Mikro-
und Nanoporositat) eines Materials steht im proportionalen Zusammenhang zu der
Resorptionsrate (De Groot 1988). Dies hangt damit zusammen, dass sich hierdurch die
Oberflache des Materials vergrofRert und den Osteoklasten in vitro eine gréRere
Angriffsflache zur Verfligung steht.

1.3.4 Silikat-Kollagen-Zweiphasenverbundwerkstoff

Die Herstellung eines Silikat-Kollagen-Zweiphasenverbundwerkstoffes basiert auf der
Idee, ein Kompositmaterial zu entwickeln, bei dem die Vorteile der Komponenten
synergistisch genutzt werden kénnen (Gelinsky und Heinemann 2010). Hierbei nutzt
man Silikat als anorganisches Material als Strukturphase und Kollagen als organisches
Material als Matrixphase. Die Strukturphase dient der Gewinnung von Festigkeit,
wahrend das organische Material in der Matrixphase flir ausreichend Elastizitat und
Duktilitat sorgt (Heinemann et al., 2011b). In vitro Ergebnisse zeigen gute Material- und
Knochenneubildungseingeschaften dieses Verbundwerkstoffs (Heinemann et al., 2007;

14



Einleitung

Heinemann et al., 2011b; Heinemann et al., 2011c). In vivo Untersuchungen beziiglich
der Knochenneubildung und des in vivo Verhaltens dieses Biomaterials existieren
bislang noch nicht und stellen die zweite Zielsetzung der Arbeit dar.

1.4 Zielstellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll anhand eines neuen metaphysaren
Frakturdefektsmodells bei osteoporotischen Ratten, die das Einbringen eines
Knochenersatzmaterials in den metaphyséaren Bereich eines Rattenfemurs ermdglicht,
deskriptiv der Abbau eines Zweiphasenkonstruktes beschrieben werden.
Im Einzelnen umfasst die Arbeit folgende Ziele:
e Entwicklung eines Tiermodells zur Untersuchung von Biomaterialien Dbei
metaphysaren osteoporotischen Frakturdefekten.
e Untersuchung der Interaktionen eines Silikat-Kollagen-
Zweiphasenverbundwerkstoff in einem osteoporotischen

metaphysaren Frakturdefekt mit dem umliegenden Wirtsgewebe.
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2 Material und Methode

2.1 Material

2.1.1 Silikat-Kollagen-Zweiphasenverbundwerkstoff
Das Knochenersatzmaterial wurde von der Forschungsgruppe um S. Heinemann,

T. Hanke und H. Worch am Institut fir Werkstoffwissenschaften des

Max-Bergemann-Zentrums fur Biomaterialien in Dresden entwickelt und in vitro
getestet (Heinemann et al., 2009) (Abbildung 4).

Abbildung 4: Knochenersatzmaterial in verschiedenen Zusammensetzungen aus
Kollagen/Silikat/Calcium-Phosphat (von links nach rechts: 100/0/0, 90/10/0, 80/20/0, 70/30/0,
60/40/0, 65/30/5, 50/30/20 ). Das in dieser Studie verwendete Material ist mit einem Pfeil
markiert und stellt ein Zwei-Phasenkonstrukt ohne Calcium-Phosphat-Komponente dar. Zur
Verfigung gestellt vom Institut fir Werk stoffwissenschaften des Max-Bergemann-Zentrums fir
Biomaterialien in Dresden.

Das in dieser Studie verwendete Material stellt ein Zwei-Phasenkonstrukt mit einem
70%-igen Kollagen und einem 30%e-igen Silikat-Anteil ohne Calcium-Phosphat-
Komponente dar.

Zur Herstellung des Materials wurde Tropokollagen Typ | aus dem Rind, eine
naturliche Vorstufe des Kollagens, verwendet. Diese Methode wurde bereits in der
Vergangenheit zur Herstellung von Kollagen angewendet (Heinemann et al., 2007).
Das Tropokollagen wurde in deionisierte FlUssigkeit eingelegt und im Verlauf
zentrifugiert. Die daraus entstandenen Kollagenpellets wurden demselben Prozess
noch zweimal zugefihrt. So konnten Salze und Rickstdnde entfernt werden. Im
Anschluss erfolgte nochmals das Einlegen in deionisiertes Wasser in diesem Fall fur
7Tage.

Nach dieser Lipophilisierung wurde das Material bei 4°C gelagert. Am darauffolgenden

Tag konnte das Tropokollagen in eine Pufferlésung eingelegt werden, so dass sich
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Tropokollagen bei 37°C durch das Ausbilden von Fibrillen zu Kollagen weiterentwickelt
(Bierbaum et al., 2003).

Das Silikat wurde aus speziellen Tetraethoxysilanen mittels Wasser und Salzséure
hydrolysiert (Patwardhan et al,. 2005). Im Folgenden wurden das Silikat in den in der
Abbildung 4 gezeigten Verhaltnissen mit dem Kollagen bzw. Calciumphosphat-
Kollagen gemischt. In diesem Zustand konnte nach einer Standzeit von 3 Tagen mit
dem Gel-Komposit eine Zellkultur angelegt werden. Nach einer weiteren Standzeit von
3 Tagen zur Stabilisierung des Komposites, wurde zur biomechanischen Testung
durch eine aufsteigende Ethanol-Reihe, einer Dehydratation, dem Material weiter
Wasser entzogen. Die weitere Trocknung erfolgte in den folgenden 10 Tagen mit im
Verlauf absteigender Temperatur und Luftfeuchtigkeit. Vor der biomechanischen
Testung wurden gleichmé&Rige Zylinder von 400mm?® hergestellt (Heinemann et al
2009).

2.1.2 Osteosynthesematerialien

Fur eine belastungsstabile Osteosynthese am Rattenfemur wurde eine 8-Loch-
Leibinger-Mini-T-Platte (Typ XS, Stryker, Freiburg) verwendet (Abbildung 5). Diese
wurde vor Implantation um zwei Loch am langen Schenkel der Platte gekirzt, so dass
eine 6-Loch-T-Platte entstand.

Diese 6-Loch-T-Platte wurde mit drei Schrauben (d=2,3mm, I=5mm) im Schaftbereich
und mit zwei Schrauben (d=2,3mm, |=8mm) in der Kondylenregion fixiert. Das
Plattenloch Uber der metaphyséaren Defektregion wurde nicht besetzt (siehe 2.2.2 Op-
Technik).

Abbildung 5: 8-Loch Leibinger-Mini-T-Platte nach Kirzung um 2 Loch und Osteosynthese
sowie nach 43 postoperativer Explantation des Femurs und der Platte.
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2.2 Tierversuch

2.2.1 Studiendesign und Studienablauf

Im Alter von 2,5 Monaten wurde bei 14 Sprangue-Dawley Ratten noch beim Zichter
(Charles River, Sulzfeld) eine bilaterale Ovarektomie durchgefiihrt. Im Anschluss
wurden die Ratten im Alter von 3 Monaten an das Zentrale Tierlabor geliefert und
eingestallt. Nach einer Eingewthnungsphase von 7 Wochen wurden die Tiere im Alter
von 4,5 Monaten am linken Femur operiert. Hierbei wurde im metaphysaren Bereich
des Femurs eine Osteotomie mit Osteosynthese und Implantation des
Knochenersatzmaterials durchgefiihrt. Bei 5 Tieren wurde ein postoperatives CT
durchgefuhrt, um die Lage der Platte und des Knochenersatzmaterials direkt nach der
Operation beurteilen zu kénnen.

43 Tage postoperativ wurden die Tiere durch eine CO,-Narkose get6tet. Im Anschluss
wurden beide Femora der Tiere explantiert. Hierbei wurde auf Schwellungen,
Wundinfektionen, Implantat, Luxation und Kallus- bzw. Bindegewebsbildungen
geachtet.

Nach Explantation der Femora wurden diese der jeweiligen Endpunkt-Untersuchung
zur Verfugung gestellt. Hierfir wurden die Tiere in Gruppen aufgeteilt und bezuglich
der Biomechanik, Angiologie und Histologie untersucht.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der klinischen Auswertung von 13 Tieren
und histologischen Auswertung von 4 Tieren. Die Femora der Tiere fur die
mikroskopische Auswertung wurden in Paraffin eingelegt und spéater im Labor zu
Praparaten fur die histologische Auswertung weiter verarbeitet.

Die 9 Tiere, welche nicht zur histologischen Untersuchung zur Verflgung standen
wurden bezuglich der Angiogenese und Biomechanik ausgewertet. So war es méglich,
aus einer minimalen Tieranzahl einen maximalen Ergebnisgewinn bezuglich der neuen
Operationsmethode und des Knochenersatzmaterials zu erreichen.

2.2.1.1 Ethikkommissionsvotum

Der Tierversuchsantrag fur dieses Versuchsvorhaben wurde gemal3 § 8 Absatz 1 des
Tierschutzgesetzes durch die Tierschuzkommission des Regierungsprasidiums in
GielRen unter der Nummer Gi 20/14-Nr.25/2009 vor Beginn der Studie genehmigt. Die
Durchfuhrung des Versuchsvorhabens erfolgte nach der Genehmigung im Zentralen
Tierlabor der Justus-Liebig-Universitat in Giel3en.
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2.2.1.2 \Versuchstiere

Die Studie wurde an vierzehn weiblichen, viereinhalb Monate alten Sprague-Dawley-
Ratten von Charles River Laboratories, Sulzfeld, durchgefuhrt. Das Gewicht der Tiere
bei der Operation betrug im Durchschnitt 388 g + 20,9 g.

Die Tiere wurden von der Einstallung bis zur Euthanasie durch einen Tierarzt und
dessen pflegerisches Team betreut. Es wurde vor allem die postoperative
Wundheilung und die Belastung der operierten Extremitat beobachtet. Eine Woche
postoperativ wurden die Tiere gewogen und das Gewicht mit dem praoperativen Wert
des Gewichts verglichen.

2.2.1.3 Versuchstierhaltung und Fitterung

Die Tiere waren in Makrolonkafigen Typ Il bzw. IV mit erhéhtem Kéfigdeckel, welche
im klimatisierten Tierstall des Zentralen Tierlabors der Justus-Liebig-Universitat-Giel3en
standen, untergebracht. Die Tiere wurden mit Altrominfutter Typ 1320 gefuttert. Durch
eine Trinkflasche am Kéafig war die standige Zufuhr von Wasser gewahrleistet. Um die
Ratten soweit wie mdglich artgerecht zu halten, wurden Hohlen in Form von Papprollen
in die Kéfige gelegt. Die Tiere wurden nach der Operation fur 7-10 Tage einzeln
gesetzt, um eine gegenseitige Verletzung zu verhindern. Bevor sie wieder in
artgerechte Gruppenhaltung dberfuhrt wurden, wurden die Faden und Klammern
entfernt.

2.2.1.4 Narkose

Um eine Adaption an die neuen Umgebungsbedingungen zu gewéhrleisten wurde bei
den Tieren erst nach einer Eingewohnungsphase von 7 Wochen operativ
Knochenersatzmaterial implantiert.

Die Sedierung wurde mit 4 mg/kg KG Xylazin (Rompun® 2 %, Bayer AG, Leverkusen)
intraperitoneal eingeleitet. Xylazin ist ein in der Veterinarmedizin verwendetes
Medikament mit analgetischen, sedativen und relaxierenden Eigenschaften. Die
Narkose wurde durch 100 mg/kg KG Ketamin (Narketan®, Vétoquinol GmbH,
Ravensburg) geldst in 0,9 % NaCl-Losung (B.Braun, Melsungen) erganzt. Hierbei
blieben die Schutzreflexe vollstdndig erhalten, so dass die Tiere nicht beatmet werden
mussten und es zu keiner Kreislaufdepression kommen konnte. Beide Wirkstoffe
wurden in Kombination durch eine einzige intraperitoneale Injektion verabreicht. Vor

Operationsbeginn wurde die Narkosetiefe durch einen Schmerzreiz tberpruft.
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2.2.2 OP-Technik

Vor Operationsbeginn wurde unter Narkose das Operationsgebiet bei allen Ratten
rasiert, mit einem Antiseptikum (Braunol®, B.Braun, Melsungen) desinfiziert mit einem
sterilen Lochtuch abgedeckt. Dabei war darauf zu achten, dass die Luftzufuhr zu jedem
Zeitpunkt der Operation fur die Ratte gewahrleistet war, weshalb das Abdecktuch
mittels eines Styroporzuschnittes angehoben wurde. Zudem wurden die Augen der
Ratte mit Dexpanthenol (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bayer, Leverkusen)
versorgt, um ein Austrocknen der Hornhaut zu verhindern.

Alle Ratten wurden an der distalen Metaphyse ihres linken Femurs osteotomiert.

Um die richtige Lokalisation fir die Schnittfiihrung festzulegen, wurden Femurkopf und
die Condylen palpiert (Abbildung 6 a). Die longitudinale Hautinzision lag ventrolateral
und betrug 3 cm. Um die Weichteile mdglichst zu schonen, wurde entlang des
Septums zwischen Musculus vastus medialis und Musculus vastus lateralis prapariert.
Nach einer ausreichend guten Darstellung des distalen Femurs, wurde die Patella nach
medial luxiert, damit die Platte optimal fixiert werden konnte.

Die Leibinger-Mini-T-Platte, normalerweise in der Handchirurgie verwendet, wurde mit
funf Schrauben am Femur fixiert. Drei Schrauben mit einer Lange von 5 mm wurden im
Schatft platziert und zwei Schrauben mit einer Ldnge von 8 mm in den Femurcondylen
(Abbildung 6 b und 6 c). Bei den condyldren Schrauben, die zuerst gesetzt wurden,
war darauf zu achten, dass es zu keiner intraartikularen Schraubenlage kam. Bei dem
durch die Platte in achsengerechter Position fixierten Femur wurde mit einer
oszillierenden Sage, unter standiger Kihlung mit Ringerlésung (B.Braun, Melsungen),
eine leicht keilférmige Osteotomie mit einem Volumen von ca. 400 mms3 durchgefihrt.
Hierbei wurde die Kortikalis des Femurs komplett durchtrennt, um eine authentische
Fraktursituation zu simulieren (Abbildung 6 d). In die Osteotomieliicke sollte das
zylinderférmige Knochenersatzmaterial ,pressfit“ implantiert werden (Abbildung 6 €). Im
OP Protokoll wurde erfasst, ob das Biomaterial mit oder ohne Zuschnitt bzw. in
pressfit-Technik implantiert werden konnte. Die Wunde wurde durch eine Fasziennaht
mit 3/0 Vicryl- und einer Hautnaht mit 4/0 Prolene-Faden (Ethicon®, Johnson &
Johnson Medical GmbH, Norderstedt) schichtweise verschlossen.

Da die Ratte als Nagetier den Faden nicht lange toleriert, wurden zur Sicherstellung
einer optimalen Wundheilung zusétzlich Michaelisklammern (Henry Schein®, Hamburg)
verwendet (Abbildung 6 f). Diese wurden nach Abheilen der Wunde, falls noch
vorhanden, entfernt.
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Abbildung 6: (a) Hautschnitt; (b) Einbringen der Platte; (c) optimale Lage der Platte moglichst
condylennah;(d) Osteotomie-Defekt; (e) Defekt versorgt mit pressfit sitzendem
Knochenersatzmaterial; (f) Naht und Klammern;
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2.2.3 Postoperative Beobachtung

In den 43 Tagen zwischen Operation und Euthanasie wurden die Tiere durch einen
Tierarzt und dessen Tierpfleger betreut.

Nach der Operation wurden die Tiere in Einzelkéfigen unter einer Infrarot-Warmelampe
untergebracht, bis sie wieder bei vollem Bewusstsein waren. Danach wurden sie 7 bis
10 Tage einzeln gehalten, um gegenseitige Verletzungen zu verhindern. Bei den
taglichen Kontrollen der Tiere wurde insbesondere auf das Gewicht, Rétung und
Schwellung der Wunde, Schonhaltung der osteotomierten Extremitat und verminderte
Futteraufnahme geachtet. Zur adaquaten postoperativen Schmerztherapie vom Tag
der Operation bis zum 5. Tag postoperativ wurden die Tiere mit Meloxicaml
(Metacam®, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein) s. c.
0,2 mg/kg KG / Tag behandelt.

Nach zehn Tagen konnten die noch vorhandenen Michaelisklammern und Faden
entfernt werden, soweit diese die Ratten nicht schon selbst entfernt hatten.

Anschlie3end konnten die Tiere wieder in einer Gruppe gehalten werden.

2.2.4 Postoperative Computer-Tomographie

Das postoperative CT wurde bei 6 Tieren mit dem Somatom Definition® von Siemens
durchgefuhrt. Dieses Gerét arbeitet mit dem Dual Source Verfahren. Dabei werden
gleichzeitig mit zwei Rontgenquellen und zwei Detektoren Aufnahmen gemacht. Bei
den Aufnahmen wurde mit 80 kV, MAS 19 und SL 0,6 gearbeitet.

Die Bilder entstanden in der Abteilung fir Diagnostische Radiologie im Uniklinikum
Marburg und GielRen, Standort Giel3en.

2.2.5 Euthanasie der Tiere
Die Tiere wurden 43 Tage postoperativ schmerzlos nach Narkoseinduktion (siehe
oben) mit CO, getotet.

2.2.6 Makroskopische Auswertung

Zur makroskopischen Auswertung wurden von den getdteten 13 Tieren beide Femora
und Tibiae explantiert. Vor der Explantation wurde eine Beurteilung der Wundheilung
vorgenommen. Abweichungen wie Schwellungen mit oder ohne Entziindungszeichen
wurden entsprechend dokumentiert. Danach wurde der Muskelmantel um Femur und
Tibia entfernt, um die operierte distale Femurregion mit dem einliegenden
Knochenersatzmaterial und der Plattenosteosynthese zu begutachten. Auffalligkeiten,
wie Plattenbriiche oder Dislokationen des Implantats, wurden mittels Photographie
festgehalten.
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2.2.7 Histologische Auswertung

Die histologische Untersuchung erfolgte mit einem Lichtmikroskop vom Typ Axioplan.
Die Fotos wurden mit Hilfe eines Fotomoduls (Universal Mikroskop Axioplan und
Axiophot 2, Carl Zeiss Jena GmbH, Deutschland) angefertigt. Untersucht wurden
Paraffin-Schnitte (5-6 pm) und Dunnschliffe (20-30 pum) aus Technovit 7200 (Heraeus
Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) in den Farbungen Hamatoxylin-Eosin-Farbung
und Toluidinblau.

Bei den enzymbhistochemischen Untersuchungen wurden Dunnschliffe aus Technovit
9100 (Heraeus Kulzer GmbH) verwendet.

2.2.7.1 Trenn-Dunnschliff-Technik

Mit dieser Technik kann nach der etablierten Methode von Donath und Breuner (1982)
mit Hilfe eines Lichtmikroskops kalkhaltiges und nicht schneidbares Knochengewebe
analysiert werden. Hierbei wurden das EXAKT-Trennschleifsystem 310 CL, EXAKT-
Mikroschleifsystem 400 CS und das EXAKT-Steuerungssystem (EXAKT-Apparatebau,
Norderstedt, Deutschland) verwendet, um eine bestmdgliche Oberflachengite und
Planparallelitat zu erhalten.

Das hierfur verwendete Protokoll lautet wie folgt:

Fixation

Entwasserung

Infiltration

Planparallele Einbettung

Polymerisation

o g~ w NP

Aufblockung

2.2.7.2 Paraffin-Technik

Nachdem die Praparate fixiert worden waren, wurden sie in EDTA-L6sung (X Min Y M
Tris/HCL ph 7,4) bei Zimmertemperatur auf einem Schuttler (Heidolph Vibrax 100,
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland) entkalkt. In
Abhangigkeit von der GroéRe und der Dicke der Knochenpraparate bendétigte die
Entkalkung drei bis finf Wochen. In diesem Zeitraum wurde alle 2 Tage die EDTA
Lésung erneuert. Sobald die Knochenpréaparate entkalkt waren, wurden sie durch
einen Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomaten TP1050 (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland) entwassert und in Paraffin eingebettet.

Mittels eines Rotationsmikrotoms (LEICA RM 2155, LEICA Instruments GmbH,
Nussloch, Deutschland) konnten nun aus einer eingebetteten Probe zehn Schnitte a 3-

5 um Dicke produziert werden.
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2.2.7.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Zunéchst mussten die Knochenschliffe angeatzt werden, wofir sie fur 30 Minuten mit
20 % H,0, in Kontakt gebracht wurden. AnschlieRend wurden sie mit Aqua dest.
gespult. Nun wurden sie Uber sechs Minuten mit Mayers Hamalaunlésung geféarbt. Dies
lie3 spater die Kerne der Zellen blau erscheinen. Nach einem weiteren Waschschritt
mit Aqua dest. wurde eine Minute mit Eosinlésung geférbt. Diese lie3 das Zytoplasma
der Zellen spater rot erscheinen. Im Anschluss an einen weiteren Waschschritt mit
Agua dest. wurden die Praparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 %,
100 %) entwassert und zweimal fur funf Minuten in jeweils frischem Xylol eingelegt, um
sie dann mittels Eukitt (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) einzudecken.

Bei Paraffin-Schnitten war zu beachten, dass sie vor dem Farbeprozedere erst
zweimal fur funf Minuten in jeweils frischem Xylol entparaffiniert und mit einer
absteigenden Ethanol-Reihe (100 %, 96 %, 70 % je 3 Minuten) dehydriert werden
mussten.

Zum Schluss wurden die gefarbten Schnitte eingedeckt. Hierfir wurde das
Eindeckmedium DePex verwendet (VWR International Ltd Lutterworth, England).

2.2.7.4 Toluidinblau-Farbung (Th)

Verwendet wurde eine Toluidinblau-O-Pyronin-G-Lésung im Verhaltnis 8:2 aus zwei
verschiedenen Stammldsungen (A und B). Die Stammldsung A bestand aus Di-
Natriumtetraborat (Merck, Darmstadt, Deutschland) und Toluidin-O (Chroma, Kéngen,
Deutschland) jeweils 1 % in Agua dest.. Die Stammlésung B bestand aus Pyronin G
1 % in Aqua dest (Merck, Darmstadt, Deutschland). Beide Lésungen wurden durch 15
Minuten Schitteln gemischt.

Wie auch schon bei der Hamatoxylin-Eosin Farbung wurden die Knochenschliffe vor
dem eigentlichen Farbevorgang erst mit 20 % H,O,-Losung fur 30 Minuten angeatzt.
Nun konnte die zuvor filtrierte Toluidin-O-Losung auf die Schliffe getropft und ftr 10
Minuten inkubiert werden. Nach einmaligem Waschen mit Aqua dest. wurden die
Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 %) entwassert und in
jeweils frischem Xylol zweimal 10 Minuten eingelegt. Die abschlieRende Eindeckung
erfolge mit Eukitt (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland).

Bei den Paraffin-Schnitten war wie bei der Hamatoxylin-Eosin Farbung zu beachten,

dass sie vor der Farbeprozedur entparaffiniert und dehydriert werden mussten.
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2.2.7.5 Immunhistochemische Untersuchungen

2.2.7.5.1 Nachweis von tartratresistenter saurer Phosphatase (TRAP)

Um die tartratresistente saure Phosphatase auf Technovit 9100 Schliffen
nachzuweisen, wurde zunéchst durch Inkubation von zweimal 20 Minuten in
2-Methoxyethylacetat (MEA, Merck, Darmstadt, Deutschland) der Kunststoff entfernt.
Der eigentliche enzymhistochemische Nachweis der TRAP wurde mit dem TRAP-Kit®
(Acid Phosphatase, Leukocyte TRAP-Kit®, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland) durchgefuhrt. Die im Kit enthaltene Gegenfarbung mit der S&ure
Hamalaun wurde nicht durchgefuhrt, um die positive TRAP Farbung besser zu
erkennen.

Nachdem der Kunststoff entfernt worden war, wurden die Schliffe zuerst mit Aceton fir
10 Minuten und mit einer Aceton-Waschpuffer-Losung (Verhéltnis 1:1) gespult. Nach
diesem Schritt wurden die Schliffe dann zweimal 3 Minuten nur mit Waschpuffer
gespllt. Darauf folgte eine Inkubation von 40 Minuten bei 37°C in Naphthol-AS-BI-
Phosphorsaure und Fast Garnet GBC-Salz. Durch diese beiden Substanzen entstand
bei einem positiven Ergebnis spater eine kastanienbraune Ablagerung, da die TRAP
Naphthol-AS-BI-Phosphorsaure spaltet. Daraufhin kann sich Naphthol-AS-Bl mit Fast
Garnet GBC-Salz verbinden, und der Farbstoff entsteht. Um sicher zu stellen, dass nur
die knochenspezifische TRAP nachgewiesen wurde, wurden die anderen Isotypen des
Enzyms mit einem L(+)-Tartrat haltigen Substrat blockiert. Zum Schluss wurden die
Schliffe eingedeckt. Hierfir wurde Kaisers Glycerin-Gelatine (Merck, Darmstadt,
Deutschland) verwendet.

2.2.7.5.2 Nachweis von ED1-positiven Zellen (ED1)

Als erstes wurden die Paraffinschnitte durch zweimal 5 Minuten Einlegen in jeweils
frischem Xylol entparaffiniert. Danach wurden sie 10 Minuten lang mit Aceton gespdilt,
um sie dann wiederum 10 Minuten in eine Aceton-Waschpuffer-Losung im Verhéltnis
von 1:1 einzulegen. Nun wurden die Schnitte dreimal mit dem Waschpuffer gespdilt.

Bei den entparaffinierten Schnitten wurde zundchst die endogene Peroxidase durch
Einlegen in 3% H,O, fir 5 Minuten und zweimaliger Spulung mit dem Waschpuffer
blockiert. Danach wurden sie mit in Antibody Diluent® (Dako Noerth Amerrica Inc.,
Carpinteria, USA) verdinntem Primarantikérper fir 16 Stunden bei 8°C in einer
feuchten Kammer inkubiert.

Anschlie3end erfolgte nach einer Spilung mit Waschpuffer eine weitere Inkubation in

einer feuchten Kammer fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit einem Peroxidase
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konjungierten Avidin-Biotin-Komplex (ABComplex/HRP, K0355, DAKO, Danemark),
der mit 0,05 M Tris-Na-ClI-Puffer verdinnt war.

Nach dieser Inkubation folgten wiederum zwei Spulungen mit Waschpuffer.
AnschlieBend wurden die Préaparate 5 Minuten in Aqua dest. gewaschen, damit sie im
Anschluss mit Hamatoxylin gegengeférbt werden konnten. Die Uberflissige Farbe
wurde unter flieRendem Leitungswasser ausgewaschen und dann mit einer
ansteigenden Alkoholreihe (70 %, 90 %, 100 %, Isopropanol, Xylol) entwassert. Zum

Schluss wurden die Préparate eingedeckt.
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3 Ergebnisse

3.1 Intra- und postoperativer Verlauf

Bei den ersten drei Tieren zeigte sich zunachst eine OP Zeit von 52 Minuten, welche
sich im Verlauf bis auf durchschnittich 25 Minuten bei den letzten drei Tieren
verkirzte. Als technisch besonders anspruchsvoll stellte sich die Osteotomie des
Rattenfemurs mit einer oszillierenden S&age dar. Neben der Schonung von
BlutgefaRen, Nerven oder der Muskulatur, musste auf die exakte Geometrie des
Biomaterials geachtet werden, um dieses exakt pressfit einzusetzen.

Dies gelang nicht bei allen Tieren, so dass das Knochenersatzmaterial in den Defekt
nicht immer pressfit eingesetzt werden konnte. Bei den ersten sechs Operationen
wurde das Knochenersatzmaterial zugeschnitten, um es passend in den Frakturspalt
ein zusetzten. In den anschlieRenden Operationen konnte der Frakturspalt so grof3
gewahlt werden, dass das Material pressfit eingebracht werden konnte. Bei Tier 12
wurde der Frakturspalt jedoch zu grold gesetzt, so dass das Material locker im Spalt
zum liegen kam.

Die Tiere zeigten intraoperativ keine Schmerzsymptomatik und schliefen die gesamte
Operationszeit bis zu einer Stunde ruhig. Nur bei Tier 2 kam es bei der
Narkoseeinleitung zu Komplikationen im Sinne eines Atemstillstands. Trotz der Gabe
von antagonisierenden Medikamenten und Herzdruckmassage lie3 sich das Tier nicht
erfolgreich reanimieren, so dass es noch vor Beginn der Operation verstarb.

Bei keinem der dreizehn Tiere kam es zu einer postoperativen klinischen Komplikation.
Postoperativ kam es bei allen Tieren in der ersten Woche zu einem leichten
Gewichtsverlust (Abbildung 7), welcher jedoch in den folgenden 4 Wochen mehr als
kompensiert wurde. Auch zeigte sich, dass es von Vorteil gewesen war, die Naht
neben einem Faden mit Michelisklammern zu schitzen. Zum Zeitpunkt des
Fadenzuges, 10 Tage postoperativ, fanden sich nur noch vereinzelte
Michelisklammern tber der Naht, da die Tiere diese selbstandig entfernt hatten.

Die Tiere hatten zum Zeitpunkt der Femurexplantation im Vergleich zum praoperativen

Gewicht durchschnittlich um 8% an Kdrpergewicht zugenommen.
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Abbildung 7: Darstellung der Gewichtsentwicklung postoperativ.

Die Wunde des linken Femurs verheilte bei allen Tieren reizlos und ohne
Auffalligkeiten. Es zeigte sich bei allen Tieren ein unauffalliges Gangbild mit voller
Belastung des operierten Beines. Bei Tier 7 und 10 fiel am Tag der Femurexplantation
eine Schwellung am linken Knie ohne Einschrankung im Bewegungsausmalf3 auf.

Die Narkotisierung am 43. postoperativen Tag mit anschlieRendem Exitus letalis verlief
komplikationslos, so dass im Anschluss die Femora beidseits explantiert werden
konnten bzw. die Tiere ihren Endpunktuntersuchungsgruppen zugeteilt werden
konnten (Tabelle 2).

Ziel der verschiedenen Endpunktstudien war es, das neue Operationsverfahren einer
metaphysaren Osteotomie am ovarektomierten Tiermodell, sowie das implantierte

Knochenersatzmaterial in einem maoglichst breiten Spektrum zu untersuchen.
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Ohrmarke | Untersuchungen Endpunkte-Untersuchung

Roéntgen CT | MRT | DEXA | Biomechanik Micro-CT Histologie
1 X X
2 Exitus letalis bei Narkose zur Implantation des Knochenersatzmaterials
3 X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X
7 X X X
8 X X X
9 X X X
10 X X
11 X X
12 X X
13 X X
14 X X

Tabelle 2: Ubersichtstabelle der verschiedenen Untersuchungen in der Auswertungsgruppe

3.2 Makroskopische Ergebnisse der Femurexplantation

Bei Ratte 1 und 3 (Abbildung 8), sowie 11 bis 14 zeigte sich um das eingesetzte
Knochenersatzmaterial ein bindegewebsartiger Schlauch. Es war weder eine
Entzindungs- noch eine Abstollungsreaktion um die Osteotomie und das
Knochenersatzmaterial zu erkennen. Die Platte und die einliegenden Schrauben lagen

regelrecht und zeigten keine Lockerungen.

Abbildung 8: Explantiertes Femur der Ratte 3. Biomaterial bindegewebig umbaut, ohne
Osteosyntheseplatte stabil
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Aus dieser Gruppe heraus wurde das explantierte Femur von Ratte 3 weiter
histologisch untersucht. Die anderen Tiere wurden der biomechanischen und der
micro-CT Untersuchung zugefuhrt.

Bei Ratte 4 zeigt sich neben einer stabilen Osteosynthese eine dunkel, nekrotisch
wirkende Verfarbung des bindegewebigen Schlauches entlang des implantierten
Knochenersatzmaterials. Das Tier selbst war zuvor in der klinischen Beobachtung
unauffallig gewesen und nahm gut an Gewicht zu. Ratte 4 wurde plangemaf in der
Biomechanik weiter untersucht, so dass eine Bestimmung der Nekrosetiefe in der
histologischen Untersuchung zustande kam. Die Platte wurde vorerst belassen.

Bei Ratte 5 zeigte sich das explantierte Femur mit einer stabilen Osteosynthese.
Jedoch war das Knochenersatzmaterial hier nicht durch einen bindegewebigen
Schlauch umbaut, sondern lag frei. So konnte man erkennen, dass es in viele kleine
Teile zerfallen war und lose unter der stabilen Osteosynthese im Frakturspalt zum
Liegen kam. Da die Ratte in ihren Bewegungsabldufen nicht auffallig wurde, bestatigt
dies die Stabilitat der Osteosynthese.

Bei Ratte 6 zeigte sich wiederum eine durch Bindegewebe umgebene Defektstelle mit
einliegendem Knochenersatzmaterial. Auch die Osteosynthese zeigte sich stabil. In der
makroskopischen Begutachtung des explantierten Femurs fiel jedoch ein deutlicher
Rotationsfehler auf. Das operierte Femur konnte durch die Osteosynthese nicht
achsgerecht stabilisiert werden.

Bei Ratte 7 zeigte sich eine weichteilige Raumforderung Uber dem Kniegelenk. Diese
zeigte in der klinischen Untersuchung eine Bewegungseinschrankung im Sinne einer
eingeschrénkten Extension. Die Ratte hatte jedoch gut an Gewicht zugenommen und

war im Rahmen der klinischen Beobachtungen nicht weiter auffallig gewesen.

30



Ergebnisse

Bei Ratte 8 (Abbildung 9) bildete sich genau wie bei Ratte 1 ein bindegewebsartiger
Schlauch um die Osteotomie und das Knochenersatzmaterial. Zusatzlich breitete sich
das Bindegewebe Uber die Platte aus, so dass es beim Entfernen der Platte
mutmallich auch zur Zerstérung der bindegewebsartigen Stabilisation gekommen
wére. Aus diesem Grund wurde hier die Platte zunachst belassen und erst zur
Herstellung der Schnitte fiir die histologischen Untersuchungen entfernt. Die durch
Bindegewebe umbaute Platte findet sich auf HOohe des implantierten
Knochenersatzmaterials. Das nahe liegende Gelenk wurde hierdurch in seinem
Bewegungsumfang nicht beeintrachtigt. Interessant war bei diesem makroskopischen
Ergebnis die histologische Auswertung der bindegewebsartigen Hyperplasie beziiglich

der Integration des Knochenersatzmaterials in das Bindegewebe.

Abbildung 9: Explantiertes linkes Femur der Ratte 8; Bindegewebige Uberwucherung der
Osteosyntheseplatte in stabiler Situation.

Bei Ratte 9 (Abbildung 10) kam es &hnlich wie bei Ratte 3 zu einer bindegewebsartigen
Einfassung des Osteotomiegebietes, jedoch nicht zur Uberwucherung der Platte.
Dieser Befund erlaubte auch hier die Explantation der Platte, ohne dass anschlie3end
die Stabilitdt des explantierten Femurs gestdért war. Jedoch lag das
Knochenersatzmaterial nicht so fest im Osteotomiespalt wie bei Tier 3. Auch erscheint
die bindegewebsartige Einfassung nicht so stabil wie bei Tier 3.

Abbildung 10: Explantiertes Femur links von Ratte 9 mit stabiler Osteosynthese und mit
Bindegewebe umgebener Defekt mit korrekt in situ liegendem Biomaterial
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Bei Ratte 10 (Abbildung 11) zeigte sich nach der Femurexplantation im Vergleich zu
den vorherigen Tieren ein etwas anderes Bild. Hier kam es nicht zu einer ausgepragten
Bindegewebsbildung wie bei den anderen drei Tieren. Bei diesem Tier war das Gebiet
der Osteotomie noch deutlich zu erkennen, was eine makroskopische Beurteilung des

seit 43 Tagen implantierten Knochenersatzmaterials ermdglichte.

Abbildung 11: Explantietes Femur links von Tier 10 mit Defektbildung durch fehlende
Integration des Knochenersatzmaterials und geringer Bindegewebsneubildung.

Bei Ratte 12 zeigte sich am Tag der Femurexplantation eine instabile Femurachse
durch ein Versagen der Osteosynthese mit gebrochener Platte. Des Weiteren lag eine
der condylennahen Schrauben intraartikular und die Lage der Platte erschien etwas zu
weit distal. Im Defekt selbst lag das Knochenersatzmaterial von Bindegewebe
umgeben, jedoch war ein Spalt zwischen Knochenersatzmaterial und Knochen zu
palpieren.

Es zeigte sich bei den Tieren, dass das Knochenersatzmaterial aufgrund seiner
vorgegebenen Form und GrofRe nicht ideal im osteotomierten Defekt eingepasst
werden konnte. Problematisch war es vor allem im Interfacebereich, in dem bei diesem
explantierten Femur das Knochenersatzmaterial nur mit einem geringen Anteil des
Knochens in Kontakt treten konnte. Aul3erdem befand sich das Knochenersatzmaterial
nicht fest im Spalt und wies somit keine ausreichende Stabilitat im Osteotomiespalt auf.
Dies hatte zur Konsequenz, dass sich das Knochenersatzmaterial nicht zu einer
stabilen Einheit mit dem Knochen verbinden konnte.
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Intraoperativ 5 Wochen 6 Wochen postoperativ (nach Euthanasie)
postoperativ
Tier | KEM bei Implantation Gew ichts- Wundheilung Osteosynthese Knochenersatz-
entw icklung material
1 Zugeschnittenes KEM, | +3% reizfrei stabil Integration durch
pressfit umliegendes
Bindegew ebe
2 Exitus letalis w &hrend der Narkoseeinleitung
3 Zugeschnittenes KEM, | -1% reizfrei stabil Integration durch
pressfit umliegendes
Bindegew ebe
4 Zugeschnittenes KEM | +2% reizfrei stabil Integration durch
pressfit umliegendes
Bindegew ebe mit
nekrotischer
Verfarbung
5 Zugeschnittenes KEM | +3% reizfrei stabil luxiert im
pressfit Weichteilgew ebe
6 Zugeschnittenes KEM, | +2% reizfrei instabil und Integration durch
pressfit rotierte umliegendes
Fehlstellung Bindegew ebe
Zugeschnittenes KEM, | +6% Entziindungsfreie stabil Integration durch
7 pressfit Knie-Schwellung umliegendes
Beuge-Kontraktur Bindegew ebe
Kein Zuschnitt +5% reizfrei stabil luxiert im
8 pressfit Weichteilgew ebe
Kein Zuschnitt, +5% reizfrei stabil, luxiert im
9 pressfit, Schraube Weichteilgew ebe
intraartikular
Kein Zuschnitt, +7% Entzindungs-freie | stabil Integration durch
10 pressfit, Knie-Schwellung umliegendes
Bindegew ebe
Kein Zuschnitt, 0% reizfrei stabll, Integration durch
11 pressfit umliegendes
Bindegew ebe
Kein Zuschnitt +2% reizfrei Patte regelrechte Lage
12 Nicht pressfit gebrochen, des KEM, Spaltin
Schraube Defekt tastbar
intraartikular
Kein Zuschnitt, +0% reizfrei stabll, Integration durch
13 pressfit umliegendes
Bindegew ebe
Kein Zuschnitt, +8% reizfrei stabil, Integration durch
14 pressfit umliegendes
Bindegew ebe
Insg | Kein Zuschnitt 7/13 +3% reizfrei 11/13 stabil 11/13 Integriert 9/13

pressfit 12/13

Tabelle 3: Ubersicht iilber makroskopische intraoperative und postoperative makrosk opische
Ergebnisse und der Gewichtsentwicklung in % zum préoperativen Gewicht

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass dieses Tiermodell die Schaffung eines
metaphysaren Frakturdefekts an der distalen Femurmetaphyse erlaubt. Es wurde nur
ein Tier wahrend der Narkose zur Femuroperation verloren. Alle operierten Tiere
Uberstanden die postoperative Beobachtungszeit problemlos mit einem leichten

Zugewinn an Koérpergewicht. Die Haut- und Wundheilung war bei den postoperativen
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Kontrollen bei 11 von 13 Tieren stets unauffallig, nur bei 2 Tieren kam es zu einem
postoperativ prolongierten Schwellungszustand. Die Osteosynthese fuhrte bei 11 der
13 Tiere auch 43 Tage postoperativ zu einer stabilen und Situation und somit kann die
Osteosynthese Uber eine T-formige Plattenosteosynthese in diesem Modell als
belastungsstabile Technik bezeichnet werden. Das Zweiphasenkonstrukt zeigte
deutliche Reaktionen mit dem umliegenden Gewebe und wurde in 9 von 13 Fallen

zumindest bindegewebig integriert.

3.3 Radiologische Ergebnisse

Bei Tier 4 bis 9 wurde direkt postoperativ ein CT durchgefihrt, um die exakte Position
der Osteotomie, die Lage des Knochenersatzmaterials und die Osteosynthese zu
beurteilen.

Es zeigte sich, dass bei den Tieren die Osteotomie des linken Femurs in der
metaphysaren distalen Femurregion gesetzt wurde und die beabsichtigte GréRRe von
ca. 400 mm? aufwies (Abbildung 12 a).

Auch die Plattenosteosynthese zeigte sich in ihrer Position korrekt. Bei der Beurteilung
der Lage der Condylenschrauben lag bei 5 Tieren kein Hinweis auf eine eine
intraartikulare Lage vor. Lediglich bei einem Tier konnte eine intraartikulare
Schraubenlage nicht sicher ausgeschlossen werden. Des Weiteren wiesen alle
Schrauben eine korrekte Lange auf, ohne die schraubenkopfferne Kortikalis bei den
Schaftschrauben bzw. Condylenschrauben allzu weit zu tGberschreiten.

Das Knochenersatzmaterial wurde dicht an den Condylen (Abbildung 13 b) und damit
sicher im metaphysaren Bereich des Femurs platziert. Des Weiteren lie3 sich auf den
CT-Bildern gut erkennen, dass das Knochenersazmaterial pressfit im
Osteotomiedefekt zum Liegen kam und auch nach Verschluss der Wunde und
Transport des Tieres ins CT nicht dislozierte. Es konnte jedoch auch beobachtet
werden, dass gerade bei Tier 9 die randbildende Seite des Knochenmaterials nicht auf
gleicher Hohe mit dem Femur abschlief3t sondern eine Kante bildet. (Abbildung 12 a).
Neben einer korrekten metaphysaren Osteotomie und einer stabilen Osteosynthese
waren im CT Lufteinschliisse zu sehen (Abbildung 12 b). Diese Lufteinschlisse waren
dadurch zu erklaren, dass die Operation nur wenige Stunden zurlick lag und die bei
der Wundnaht verschlossene Luft noch nicht vom Kérper resorbiert werden konnte.
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Abbildung 12: (a) Postoperatives CT bei Ratte 9 zeigte die korrekte Lage der Platte,
Schrauben und des Knochenersatzmaterial (wei3er Pfeil); (b) Postoperatives CT bei Ratte 9 in
axialer Schnittebene zeigte Lufteinschlisse (weil3e Doppelpfeile) und die direkte Nahe des
Knochenersatzmaterial (weiBer Pfeil) zu den Condylen (schwarzer Stern). (Abteilung fur
Diagnostische Radiologie Universitatsklinikum Gief3en-Marburg, Standort Giel3en).
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3.4 Histologische Ergebnisse

Die Schnitte aus den operierten Femora wurden in verschiedenen Farbungen
untersucht. Hierbei wurden Standardfarbungen mit Hamatoxylin-Eosin und Toluidinblau
verwendet. Ein besonderes Augenmerk wurde auf die Grenzflachenregion zwischen
Knochenersatzmaterial und umgebenden Lagerknochen gelegt, um Reaktionen
zwischen dem Wirtsgewebe und dem Biomaterial hinsichtlich knéchernem Einwachs-
und Degradationsverhalten beurteilen zu konnen. Zur Beurteilung des
Degradationsverhaltens wurden die Préparate makrophagenspezifisch angefarbt.
Hierfir wurde die TRAP und der ED1 Féarbung verwendet.

3.4.1 Histologie Tier 3

3.4.1.1 Ubersichts- und Detailhistologie Tier 3

Bei Tier 3 zeigte sich in der histologischen Auswertung in der Hamatoxylin-Eosin
Farbung ein zum Teil herausgelostes Knochenersatzmaterial. In  der
Ubersichtsaufnahme  (Abbildung 13a) konnte beobachtet werden, dass das
Knochenersatzmaterial sich vor allem im zentralen Bereich aus dem Préaparat gelost
hatte. Die peripheren Anteile waren vorhanden und zeigten sich in enger Verbindung
zum Granulationsgewebe. In der Ubersichtsaufnahme stellt sich besonders gut dar,
dass das implantierte Knochenersatzmaterial von Granulationsgewebe vollstandig
umgeben ist. Besonders augenfallig war ein Zellverband im Knochenersatzmaterial,
welcher dem Granulationsgewebe &hnelte (Abbildung 13 b). In der Mitte des
eingewanderten Gewebes fand sich eine Lakune, deren Rand scharf begrenzt war. Da
keine Epithelzellen vorhanden waren, konnte es sich nicht um ein Gefa? handeln.
Neben dem Zellverband finden sich auch vereinzelte Zellen im Knochenersatzmaterial
(Abbildung 13 b). Auffallig war auch, dass das Knochenersatzmaterial neben den
eingewanderten Zellen und am Interface zum Granulationsgewebe dichter und
homogener erschien, als das Ubrige Material (Abbildung 13 b).

In der Toluidinblau-Farbung zeigte sich bei allen vier Ratten ein typischer Aufbau von
verschiedenen Gewebsarten, die immer in gleicher Reihenfolge ineinander Gbergehen.
Besonders gut lieRen sich die aneinander gelagerten Gewebsschichten bei Tier 3
beobachten. Es zeigte sich in der Ubersichtsaufnahme, wie auch in der Hamatoxylin-
Eosin Farbung, dass das Knochenersatzmaterial im zentralen Bereich herausgel6st ist
(Abbildung 13 c). In der Peripherie liegt jedoch auch hier eine enge Verbindung zum
Granulationsgewebe vor (Abbildung 13 d). In Nachbarschaft zum Granulationsgewebe
findet sich Knorpel, welcher zu neugebildetem Knochen umgewandelt wird. Dieser
grenzt direkt am Lagerknochen an (Abbildung 13 c).
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Abbildung 13: Tier 3 (a) mit 2,5-facher VergréRBerung: Lakune im implantierten
Knochenersatzmaterial aus Granulationsgewebe, (b) mit 20-facher VergréRerung homogener
und dichter wirkendes Knochenersatzmaterial [KEM] in der Nahe des Granulationsgewebes [G]
durch Pfeil mit doppelter Spitze markiert; (c) mit 2,5-facher VergréBerung Ubersichtsaufnahme
des Interface zwischen zum gréRten Teil herausgeléstem Knochenersatzmaterial und Knochen,
(d) in 20-facher VergroRerung Knochenersatzmaterial [KEM)], Granulationsgewebe [G],
Knorpelgewebe [K] und neugebildeter Knochen [nK] in direkter Nachbarschaft dargestellt
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3.4.1.2 Immunhistologie Tier 3

In den immunhistochemischen Farbungen von Tier 3 zeigte sich in der ED1 Farbung
eine typische und deutliche Kastanienbraunfarbung als Makrophagennachweis. In
dieser Farbung stellte sich das Knochenersatzmaterial vollstandig dar. Es kam hier
nicht zu einer zentralen Herauslésung durch den Praparationsprozel3 (Abbildung 14 a).
Die ED1 Farbung zeigt die starkste Anfarbung im Bereich des Granulationsgewebes. In
diesem befinden sich bei Tier 3 drei Lakunen mit einschichtigem Epithel, so dass von
Kapillaren auszugehen ist. Im Bereich der Kapillaren zeigten sich vermehrt die ED1-
positive Zellen (Abbildung 14 b). Die dargestellten Kapillaren lagen in direkter
Nachbarschaft zum Knochenersatzmaterial. Im Knochenersatzmaterial waren eindeutig
mehrere Zellen zu detektieren. Diese lie3en sich im Gegensatz zu den Makrophagen
im Granulationsgewebe jedoch nicht durch die ED1 Farbung anfarben. Auffallig war,
dass diese im Knochenersatzmaterial befindlichen Zellen vor allem in der Nahe der

Kapillaren vorzufinden waren.

In der zweiten immunhistochemischen Féarbung, der TRAP Féarbung, zeigte sich eine
weniger deutlich positiv ausfallende Farbung. Obwohl sich bei Tier 3 die Morphologie
optimal darstellte, zeigten sich nur wenige Zellen in der TRAP-Farbung positiv. Diese
befanden sich vor allem im Granulationsgewebe am Rande des
Knochenersatzmaterials (Abbildung 14 c). Wie auch in der Toluidinblau- und
Hamatoxylin-Eosin Farbung, lieRen sich einzelne Zellen im Knochenersatzmaterial
selbst identifizieren. Diese zeigten jedoch in dieser Farbung keine kastanienbraune

Farbe, wie es bei Makrophagen zu erwarten gewesen wére (Abbildung 14 d).
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Abbildung 14: Tier 3 (a) in 10-facher VergroRerung. Darstellung des vollstandig erhaltenen
Knochenersatzmaterials [KEM] und deutlich positive ED1 Farbung [kastanienbraun] von
Makrophagen; (b) in 40-facher VergréRerung Darstellung von drei Kapillaren [Sterne] umgeben
von ED1 positiven Makrophagen [kastanienbraun] sowie Zellen ohne Anfarbung [Pfeil] im
Knochenersatzmaterial [KEM]); (c) in 40-facher VergroRerung TRAP positive Farbung im
Granulationsgewebe [G] mit kastanienrot Farbung der Makrophagen [Pfeile] (d).In 60-facher
VergroRerung zeigt sich jedoch keine Anfarbung der Zellen [Pfeil] im Bereich des
Knochenersatzmaterials [KEM]
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3.4.2 Histologie Tier 8

3.4.2.1 Ubersichts- und Detailhistologie Tier 8

In der Hamatoxylin-Eosin Farbung zeigt sich, bei Tier 8 wie auch schon bei Tier 3, dass
das Knochenersatzmaterial nicht mehr vollstandig vorhanden ist. Bei Tier 8 war jedoch
nicht nur ein zentrales Herauslosen des Materials, sondern eine Ablosung des
Knochenersatzmaterials vom Granulationsgewebe selbst zu beobachten

(Abbildung 15 a).

Neben den bei einer Frakturheilung Ublichen Strukturen wie Makrophagen, GefalRen
und Knorpelzellen fand sich im Granulationsgewebe bei Tier 8 ein kantiges
Gewebsfragment, welches nicht fest mit dem umliegenden Gewebe verbunden war
(Abbildung 15 b). Die Gewebsstruktur dieses Fragments wirkte dicht und homogen, die
Réander waren scharf begrenzt. Auffallig war auRerdem, dass in ndchster Umgebung
Makrophagen detektiert wurden (Abbildung 15 b).

Ein Vergleich der Struktur des beobachteten Gewebsfragment im Granulationsgewebe
mit dem des Knochenersatzmaterials im Frakturspalt zeigte, dass das urspringlich
implantierte Material inhomogener war und weniger dicht erschien

(Abbildung 15 a und b).

In der Toluidinblau Farbung zeigte das Knochenersatzmaterial eine porése Struktur,
die wie lamellarer Knochen aus parallel verlaufenden Balkchen aufgebaut ist. Zwischen
den Balkchen des Knochenersatzmaterials im Kontaktbereich  des
Granulationsgewebes liel3en sich einzelne Zellen detektiert (Abbildung 15 d). Das
Zytoplasma der eingewanderten Zellen lie3 sich in der Toluidinblau Farbung besser
vom Knochenersatzmaterial abgrenzen als in der Hamatoxylin-Eosin Farbung.

Auch in dieser Farbung zeigt sich bei Tier 8 eine Ablosung des
Knochenersatzmaterials vom Granulationsgewebe. Hierbei féllt auf, dass das
Granulationsgewebe an einigen Stellen durch den Praparationsprozeld eingerissen
wurde (Abbildung 15 c).
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Abbildung 15: Tier 8 (a) mit 5-facher Vergroerung zum groRten Teil abgelostem
Knochenersatzmaterial [KEM] sowie Darstellung des Granulationsgewebe [G] und Knorpel [K]
in typischer Anordnung (b), In 40-facher VergroRerung dargestelltes Fragment [Stern] in der
Nahe eines Makrophagen [Pfeil] im Granulationsgewebe [G] in der Nahe zum Knorpelgewebe
[K] (c) In 5-facher VergréRerung vom Granulationsgewebe durch den Pré&parationsprozeld
abgeldstes  Knochenersatzmaterial; (d) in  40-facher VergroBerung Dichte und
Homogenitétssteigerung des  Knochenersatzmaterials [KEM] in der Nahe des
Granulationsgewebes [G] im Vergleich zur Peripherie [doppelter Pfeil] sowie einzelne Zellen
[Pfeil].
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3.4.2.2 Immunhistologie Tier 8

In den immunhistochemischen Farbungen von Tier 8 differierten die Ergebnisse der
Farbung der Schnitte deutlich voneinander. Die ED1 Farbung zeigte ein deutlich
positives Ergebnis vor allem im Interfacebereich des Granulationsgewebes, wahrend
das Ergebnis bei der TRAP Farbung keinen Nachweis von Makrophagen ergabt
(Abbildung 16 a und 16 c).

In der ED1 Farbung zeigte sich der deutlich positive Bereich des
Granulationsgewebes. Hier lasst sich eine Zunahme der Farbung erkennen, desto
naher das Granulationsgewebe an das Knochenersatzmaterial heran reicht. Bei
Tier 8 fallt nicht nur auf, dass sich das Knochenersazmaterial aus dem
Gewebeverbund gelost hat, sondern auch, dass das Granulationsgewebe gegeniber
den Knorpelgewebe einen Spalt gezogen hat (Abbildung 16 a).

Im Knochenersatzmaterial selbst zeigen sich in raumlicher Beziehung zum
Granulationsgewebe wieder vereinzelte Zellen, welche sich auch bei einer im

gesamten Praparat deutlich positiven ED1 Farbung nicht anfarben lieRen.

In der TRAP Féarbung lieBen sich keine TRAP positiven Zellen detektieren. Trotz der
nur sehr schwachen Farbung war das Knochenersatzmaterial durch seine kantige
Form auszumachen (Abbildung 16 c).

Es war bei der qualitativ schlechten TRAP Farbung im Vergleich zu den anderen
erfolgreichen Farbungen kaum aus dem Praparat bei der Herstellung herausgelost
worden. Durch die fast vollstdndig vorhandene Masse des Knochenersatzmaterials
konnte dessen Struktur und Kommunikation zum Granulationsgewebe beurteilt
werden.

Das Knochenersatzmaterial verdrangte das Granulationsgewebe so stark, dass es zu
einer unnaturlichen Kantenbildung im Granulationsgewebe kam (Abbildung 16 d). Des
Weiteren fallt auch hier auf, dass das Knochenersatzmaterial fest mit dem
Granulationsgewebe verbunden ist. Die Ablésung findet also nicht zwischen
Knochenersatzmaterial und Granulationsgewebe statt, sondern im
Granulationsgewebe selbst und zwar in direkter Ndhe zum implantierten Material.
(Abbildung 16 d).

Das Knochenersatzmaterial selbst zeigt sich in seiner Struktur wie auch bei Tier 3
lamellar aufgebaut. Die Dichte nimmt wie auch schon bei Tier 3 zu beobachten war, in
Bezug auf das Granulationsgewebe zu (Abbildung 16 d).

42



Ergebnisse

Abbildung 16: Tier 8 (a) in 10-facher Vergro3erung dargestelltes Interface mit zum gré3ten Teil
herausgelostem Knochenersatzmaterial sowie deutlich ED1 positive Anfarbung der im
Granulationsgewebe [G] befindlichen Makrophagen;(b) in 40-facher VergroRerung keine
Anfarbung der Zellen [Pfeil]) im Knochenersatzmaterial [KEM] ; (c) in 5-facher VergrofRerung
nicht zufriedenstellende TRAP Farbung mit einer Ubersicht des Interfaces ohne Darstellung von
TRAP positiven Zellen; (d) in 20-facher Vergré3erung mit deutlich erkennbarem, kaum heraus
gelostem Knochenersatzmaterial [KEM] und kantig [Pfeil] verdrangtem Granulationsgewebe [G].
Knochenersatzmaterial mit Dichtedifferenz [Doppelpfeil]
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3.4.3 Histologie Tier 9

3.4.3.1 Ubersichts- und Detailhistologie Tier 9

In der Hamatoxylin-Eosin Farbung bei Tier 9 zeigt sich in der Ubersichtsaufnahme ein
ahnliches Bild wie bei Tier 8 in der TRAP Farbung. Das bei Tier 9 herausgeldste
Knochenersatzmaterial hinterlasst eine unnatirlich scharfe Kante im Gewebe
(Abbildung 17a).

Des Weiteren zeigt sich bei Tier 9 wie auch schon bei Tier 8 ein homogenes, dichtes
Gewebefragment im Granulationsgewebe, umgeben von einer Makrophage (Abbildung
17b) Zwischen dem glatt begrenzten, kantigen Fragment und dem
Granulationsgewebe ist, wie bei Tier 8, ein Spalt im Rahmen der Fixierung aufgetreten.
Auch hier fallt auf, dass sich das Fragment in einiger Entfernung zur Region des
urspriinglich implantierten Knochenersatzmaterials befindet (Abbildung 17a). In
nachster Nahe zum Fragment findet sich neben Granulationsgewebe und einer
Makrophage auch neugebildeter Knochen. Generell wirkt das Praparat in der
Hamatoxylin-Eosin Farbung wie auch in der Toluidinblau Farbung aufgelockert und die
Gewebsschichten erscheint nicht fest miteinander verbunden. Auch das
Knochenersatzmaterial ist zum gréf3ten Teil herausgeldst und wirkt nicht so dicht und
homogen wie bei Tier 3 (Abbildung 13d).

In der Toluidinblau Farbung zeigt sich auch hier die klare Reihenfolge von
Knochenersatzmaterial, = Granulationsgewebe, = neugebildetem  Knochen  und
Lagerknochen. Das abgebildete Knochenersatzmaterial wirkt im Vergleich zum
neugebildeten Knochen aufgelockerter, genauso wie die anderen Gewebsschichten
(Abbildung 17 d). Im Vergleich zu den bislang dargestellten Ubersichten von
Gewebsschichten ist bei Tier 8 aufféllig, dass neben den generalisiert aufgelockerten
Geweben das Granulationsgewebe schmal ist (Abbildung 17d).

In Zusammenschau mit den makroskopischen Ergebnissen, bei denen bei Tier 9 eine
intraartikuldr liegende Schraube sowie ein locker im Gewebe liegendes
Knochenersatzmaterial auffiel, ist die histologische Auflockerung des Gewebes im
Rahmen einer  Entzindungsreaktion zu werten. Im Rahmen dieser
Entzindungsreaktion kommt es zur Permeabilititssteigerung und damit zu einer
histologischen Auflockerung des Gewebes.

In der Darstellung der Gewebsschichten lassen sich in der Toluidinblau Farbung auch
bei Tier 9 mehrkernige Zellen detektieren, welche am ehesten als Makrophagen zu
werten sind.
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Abbildung 17: Tier 9 (a )in 2,5-facher VergroRerung Ubersicht iiber Granulationsgewebe und
Knochenersatzmaterial [KEM]; (b) in 40-facher VergréBerung ein Fragment [doppelter Pfeil]
umgeben von einer Makrophage [einzelner Pfeil] im Gewebe ; (c) in 2,5-facher Vergroéf3erung
zum grofiten Teil abgeléstes Knochenersatzmaterial vom Interface; (d) in 40-facher
VergroBerung Darstellung der Verschiedenen Gewebe im Interface: Knochenersatzmaterial
[KEM], Granulationsgewebe [G] und neugebildeter Knochen [nK] sowie eine Makrophage [Pfeil]
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3.4.3.2 Immunhistologie Tier 9

In den immunhistochemischen Farbungen zeigt sich bei Tier 9 in der ED1 Farbung ein
deutlich schwéacherer Befund im Vergleich zu Tier 3 und Tier 8. Hier ist das
Granulationsgewebe kaum angefarbt. Das Knochenersatzmaterial ist fast vollkommen
herausgelost (Abbildung 18 a). Wenige ED1 positive Zellen finden sich in etwas
weiterer Entfernung vom Implantationsort des Knochenersatzmaterials. Hier sind vor
allem kastanienbraun angeféarbte Zellen im Bezug zu den Kapillaren zu finden. Die ED1
positive Anfarbung befindet sich dicht neben einer Kapillare in Beziehung zu einer
Ansammlung von Zellkernen. Es liegt nahe, dass hier eine Makrophage beim Austritt
aus einer Kapillare in den Interfacebereich dokumentiert wurde. Des Weiteren zeigt
sich in diesem Ausschnitt des Praparates eine mehrkernige Zelle in einigem Abstand
zur ED1 positiven Kapillare, welche sich nicht durch ED1 anféarben liefl3

(Abbildung 18 b).

Bei Tier 9 war in der TRAP Farbung das Knochenersatzmaterial fast vollstandig
herausgelost (Abbildung 18 a). Auch zeigte sich fast keine TRAP positive Zelle.
Lediglich im Granulationsgewebe liel3en sich vereinzelt positive Zellen detektieren.
Diese variierten jedoch in ihrer Morphologie von Makrophagen so, dass ein Artefakt
bezuglich der TRAP Farbung nicht auszuschlieRen ist (Abbildung 18 b). Im Vergleich
zu den Schnitten der Hamatoxylin-Eosin und Toluidinblau Farbungen des Tieres 9
zeigt sich bei der immunhistochemischen Beurteilung eine deutlich weniger
beschadigte Struktur der Gewebsschichten. Gerade in den Ubersichtsaufnahmen zeigt
sich deutlich der nahezu kreisrunde Defekt, welcher durch das herausgeltste
Knochenersatzmaterial entstanden ist. Dieser ist von einer schmalen Schicht von
Granulationsgewebe umgeben, welches flieRend in das Gewebe des neugebildeten
Knochens Uibergeht (Abbildung 18 c).

Genauso wie in den Standardfarbungen, zeigt sich auch bei den
immunhistochemischen Farbungen, dass sich das Knochenersatzmaterial in der
eigenen Struktur ablost und ein schmaler Randsaum am Granulationsgewebe haften
bleibt. Dies lasst sich besonders gut in der TRAP Farbungsibersicht beurteilen
(Abbildung 18 c).

46



Ergebnisse

Abbildung 18: Tier 9 (a) in 5-facher VergroBerung fast vollstdndig herausgeldstes
Knochenersatzmaterial und ED1 positiver Befund [kastanienbraun] im Granulationsgewebe; (b)
mit 40-facher VergroRBerung deutlich positive ED1 Anfarbung von Makrophagen [Pfeil] im
Bereich einer Kapillare [Stern]; (c) in 2,5-facher VergréRerung fast vollstandig herausgeldstes
Knochenersatzmaterial ohne Hinweis fur eine erfolgreiche immunhistochemische Anféarbung in
der Ubersicht; (d) in 40-facher VergroRerung und nur vereinzelte Anfarbung der Makrophagen
[Pfeil] im Granulationsgewebe [G]
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3.4.4 Histologie Tier 10

3.4.4.1 Ubersichts- und Detailhistologie Tier 10

Bei Tier 10 zeigte sich das Knochenersatzmaterial in den Standardfarbungen wie bei
den bereits demonstrierten Tieren fast vollstandig herausgeldst, so dass als
Ubersichtsaufnahme der Bereich des neugebildeten Knorpelgewebes gewahlt wurde
(Abbildung 19 a und 19 c).

In der Nahaufnahme der Hamatoxylin-Eosin Farbung werden mehrere Makrophagen
mit typisch angeordneten Zellkernen sichtbar (Abbildung 19 b). Die Makrophagen
finden sich bei Tier 10 in Gruppen am Rande des Knorpelgewebes. Des Weiteren stellt
sich in der Nahe einer Kapillare eine Makrophagengruppe dar (Abbildung 19 b). Das
gehéaufte Vorkommen von Kapillaren in Verbindung mit Makrophagen wurde bereits in
den Préparaten der vorangegangenen Tiere demonstriert, genauso wie das
Vorkommen von Makrophagen in der Nahe der Knochenersatzmaterial-Fragmente bei
Tier 8 und 9 in der Hamatoxylin-Eosin Farbung (Abbildung 17 und 15 b).

Bei Tier 10 fallt in der Hamatoxylin-Eosin Farbung wie auch in der Toluidinblau
Farbung auf, dass die Kapillaren in der Frakturzone vor allem in den Grenzbereichen
zwischen zwei Gewebsarten auftreten.

In der Toluidinblau Farbung zeigte sich bei Tier 10 eine Lakune am Rande des
Knorpelgewebes (Abbildung 19 d). Diese ist im Vergleich zu der Lakune bei Tiere 3 in
der Hamatoxylin-Eosin Farbung mit einschichtigem Epithel ausgekleidet. Sie fand sich
im Interfacebereich von Granulationsgewebe und Knorpel wieder, so dass hier von
einer Kapillare auszugehen ist. Auch findet sich wieder eine Makrophage in direkter
Nachbarschaft zur Kapillare (Abbildung 19 d).

In den Ubersichtsaufnahmen der Toluidinblau und Hamatoxylin-Eosin Farbungen bei
Tier 10 fallt auf, dass sich auch in der Umgebung des Knorpelgewebes viele Kapillaren
und Makrophagen befinden.
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Abbildung 19: Tier 10 (a) in 5-facher VergroRerung Darstellung von neugebildetem
Knorpelgewebe; (b) in 40-facher VergroRerung eine Lakune [Stern] mit Epithelzellen
ausgekleidet in der Nahe von zwei Makrophagen [Pfeile] im Knorpelgewebe; (c) in 2,5-facher
VergroBerung Ubersichtsaufnahme des Interfacebereiches von Granulationsgewebe und
Knorpel (d) in 40-facher VergroRerung am Rande von Knorpelgewebe [K] liegender Lakune
durch Epithel ausgekleidet [Stern] zwischen Granulationsgewebe (G) und Knorpelgewebe (K) in
der direkten Né&he zur Kapillare eine Makrophage [Pfeil]
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3.4.4.2 Immunhistologie Tier 10

Die immunhistochemischen Farbungen von Tier 10 weichen gering von denen der
vorangegangenen Tiere ab.

In der ED1 Farbung zeigt sich eine spezifisch wirkende Anfarbung von Makrophagen
im Bereich des Granulationsgewebes (Abbildung 20 a). Des Weiteren kam es zu einer
Anfarbung von Zellen, welche in Lokalisation zum Granulationsgewebe im
Knochenersatzmaterial zu detektieren waren. Die ED1 positiven Zellen im
Knochenersatzmaterial zeigten sich in dem Bereich des Materials, welches weiterhin
fest mit dem Granulationsgewebe in Verbindung stand. Die Ablésung des noch im
Praparat vorhandenen Knochenersatzmaterials fand erst in einem Bereich statt, in dem
keine Zellen mehr vorzufinden waren (Abbildung 20 b).

Auch in der TRAP Farbung differiert das Ergebnis bei Tier 10 etwas im Vergleich zu
den dbrigen Tieren. Hier zeigt sich eine deutliche kastanienrote Férbung des
Praparates (Abbildung 20 c). Die TRAP positive Farbung zeigt sich nicht nur in direkter
Nahe zum herausgelésten Knochenersatzmaterial, sondern auch in einer streifigen,
eher unnatdrlichen Form Uber das Préparat verteilt. Das Préparat selbst ist aufgrund
der nur geringen Anfarbung wie auch bei den vorherigen TRAP Farbungen nur schwer
zu beurteilen. Es wirkt jedoch unschéarfer. Zum Teil entsteht der Eindruck, dass
Gewebsschichten Ubereinander gelagert sind. Die Farbung selbst bezieht sich nicht
spezifisch auf eine Zelle sondern wirkt Gber dem Préaparat liegend. Es zeigt sich keine
TRAP positive Farbung Uber dem Knochenersatzmaterial (Abbildung 20 d).
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Abbildung 20: Tier 10 (a) in 20-facher VergroBerung zum Teil abgeldstes
Knochenersatzmaterial und deutlich ED1 positive Farbung [kastanienbraun] im Interfacebereich
sowie (b) in 40-facher VergroRerung vereinzelt angefarbte Zellen [Pfeil] im
Knochenersatzmaterial [KEM] im Interface; (c) in 10-facher VergréRerung deutliche Anfarbung
von Makrophagen [rotbraun] in der Nahe des Interfacebereiches; (d) in 20-facher VergréRerung
Teile des Knochenersatzmaterials [KEM] in nachster Nahe zur TRAP positiven Farbung.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst ein Frakturdefektmodell an der distalen
Femurmetaphyse bei ovariketomierten Ratten etabliert werden, in dem die
Verwendung von Biomaterialien untersucht werden konnen. Des Weiteren sollte der
Abbau eines Zweiphasen-Silikat-Kollagen-Konstruktes in diesem Modell getestet

werden.

4.1 Tiermodell

Zur Entwicklung eines standardisierten Operationsmodelles wurde mit Sprague-
Dawley-Ratten gearbeitet, da Ratten neben dem Schaf die am haufigsten in der
Literatur beschriebenen Tiere in Bezug auf Induktion einer Osteoporose sind (Lill et al.,
2003; Egermann et al., 2005; Egermann et al., 2008; Jakob et al., 2007; Tuner 2002).
Im Rahmen der Etablierung einer neuen Operationsmethode wurde bewusst die
Entscheidung fur die Ratte und gegen das Schaf als Osteoporose-Modell getroffen,
denn zum einen ist die Sprague-Dawley-Ratte robuster als das Schaf und zum
anderen deutlich kostenglnstiger zu halten.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Tiere vom Zichter (Charles River, Sulzfeld)
bereits im Alter von 2,5 Monaten ovarektomiert und im Alter von 3 Monaten geliefert.
Erst nach weiteren sieben Wochen wurde die Osteotomie durchgefuhrt und
Knochenersatzmaterial implantiert. Im Vergleich zu anderen Studien ist die Zeitspanne
zwischen Ovarektomie und Operation deutlich weiter gewahlt worden, um dadurch eine
langere Zeit der Ostrogenminderung mit entsprechender Verminderung der
Mineralsalzdichte zu nutzen. In einer vergleichbaren Studie von Stuermer et al. (2010)
mit einer Osteotomie an der proximalen Tibia wurde die Ovariektomie zeitgleich mit der
Osteotomie durchgefihrt. So ist in der vorliegenden Arbeit durch die verlangerte
Zeitspanne zwischen Ovariektomie und Osteotomie die Entwicklung eines
osteoporotischen Knochenstatuses ermdglicht worden. Jedoch wurde in der
vorliegenden Arbeit keine Messung der Mineralsalzdichte durchgefiihrt, so dass keine
definitive Aussage Uber den Knochenstatus getatigt werden kann. Dies ist als
Schwéche der Studie anzusehen und sollte in den n&chsten Untersuchungen an
diesem Modell mit einbezogen werden.

Anzumerken ist jedoch bezlglich der Osteoporoseinduktion weiterhin, dass nicht nur
die Dauer der Ovarektomie, sondern auch die Futterung der Tiere ausschlaggebend
ist. Bei den Tieren, die ovarektomiert wurden und im Anschluss mit einer Calcium und

Vitamin D freien Diat erndhrt wurden, konnte eine signifikante Verminderung des T-
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Wertes im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden (Schlewitz et al., 2013).
Daraus ergibt sich, dass in kinftigen Studien auch auf die Futterzusammensetzung fur
die Tiere geachtet werden sollte.

Insgesamt lie3 sich die Operationsmethode gut an den Tieren etablieren und es
musste nur der Verlust eines Tieres wahrend der Narkoseeinleitung zu der
Femuroperation beobachtet werden. Die Tiere nahmen postoperativ an Gewicht zu und
verhielten sich unauffallig. Es lasst sich sagen, dass die Ratte ein geeignetes

Tiermodell zur Etablierung dieses neuen Operationsmodelles war.

4.2 Operationstechnik

Die Operationsverhéltnisse gestalteten sich durch die kleinen GréRenverhéltnisse an
der distalen Femurmetapyhyse der Ratte zundchst etwas schwierig, was sich auch an
der langeren OP-Zeit der ersten Tiere zeigte. Es gelang jedoch, bei allen dreizehn
erfolgreich operierten Tieren eine Osteotomie im trabekular aufgebauten Bereich eines
Rohrenknochens zu setzen.

Es wurde ein relativer groRer Defekt mit von ca. 400mm?® mit einer Defektlange von ca.
5 mm gewahlt, um die Implantation des Biomaterials zu ermdglichen. Solch ein Modell
existierte bislang nicht in der Literatur.

Die T-férmige Plattenosteosynthese mit einer in der Handchirurgie verwendeten Mini-
Platte erwies sich in 11 von 13 Fallen stabil und kann somit generell als stabiles
Verfahren angesehen werden. Die Platte war von den Grol3enverhaltnissen des
distalen Femurs der Ratte gut angepasst und lie sich in allen Fallen auf der
Lateralseite des Femurs gut fixieren. In den allermeisten Fallen waren samtliche
Schrauben, auch die in der Condylenregion, korrekt positioniert.

Fir die Fixation des distalen Fragments am distalen Femur gibt es bei der Ratte keine
geeigneten Osteosynthese-Alternativen. Eine Stabilisation mit einem anterograden
oder retrograden Marknagel st aufgrund der Rotationsinstabilitit des
Kondylenfragments ungeeignet. Die Applikation eines Fixateur-externe ist aufgrund der

kleinen GroRRenverhéaltnisse ebenfalls nicht sinnvoll.
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4.3 Makroskopische Ergebnisse

Die klinisch makroskopische Beurteilung der dreizehn Tiere zeigte bei 11 Tieren eine
stabile Osteosynthese, welche die Tiere, subjektiv betrachtet, in den alltaglichen
Situationen des Lebens voll belasteten und somit keine Verhaltensdnderungen zeigten.
Auch zeigte sich insgesamt eine postoperative Steigerung des Korpergewichtes, so
dass von einem Wohlbefinden der Tiere ausgegangen werden kann.

Bei einer der beiden instabilen Osteosynthesen kam es zum Plattenbruch. Bei diesem
Tier wurde bereits im  OP-Protokoll eine nicht pressfit Lage des
Knochenersatzmaterials aufgrund eines zu grol3 gesetzten Osteotomiedefektes
dokumentiert. Dies lasst den Schluss zu, dass in diesem Fall eine instabile Situation
am Femur vorherrschte, die zum Implantatversagen fuhrte.

Auch die Wundheilung zeigte bei 11 von 13 Tieren keine Komplikationen, so dass die
Versorgung der Operationswunde mit einer Naht sowie zuséatzlicher Klammerung sich
bei den Nagetieren positiv auf die Wundheilung auswirkte.

Bei 2 Tieren kam es zu einer Wundheilungsstérung im Sinne einer Schwellung.
Auffallig ist hier, dass gerade bei diesen beiden Tieren es zu einer
Uberdurchschnittlichen guten Gewichtszunahme kam (6% und 7%). Es sollte aufgrund
dessen in Erwagung gezogen werden, dass nicht die Gewichtsentwicklung als einziger
Parameter fur einen komplikationslosen operativen Verlauf heran gezogen wird,
sondern immer auch eine explizite Beurteilung der Wundverhéltnisse erfolgt.

Bei der Explantation der Femora stellten sich jedoch unerwartet bei einigen Tieren
Abweichungen von der gewlnschten Implantatlage dar. Es zeigte sich lose liegendes
Knochenersatzmaterial und  UberschieRende Bindegewebsproliferationen. Im
Gegensatz zur stabilen Osteosynthese zeigt sich bei der Lage des
Knochenersatzmaterials bei 4 von 13 Tieren ein locker sitzendes Implantat. Das
Knochenersatzmaterial war zum Explantationszeitpunkt nicht mehr pressfit im Kontakt
mit den  Osteotomie-Randern. Somit war eine Interaktion zwischen
Granulationsgewebe und Knochenersatzmaterial nicht in allen Fallen méglich.
Besonders interessant ist hier der Vergleich der makroskopischen Ergebnisse im
Bezug auf die Lage des Knochenersatzmaterials bei Implantation und Explantation.
Hier kann kein Zusammenhang postuliert werden. So wird bei der Implantation ein
nicht pressfit sitzendes Knochenersatzmaterial beschrieben, welches bei Explantation
durch Bindegewebe integriert an korrekter Position sitzt. Jedoch kam es hier zum
Plattenbruch. Wahrend bei den anderen drei bei Explantation disloziert liegenden

Knochenersatzmaterialien bei Implantation eine pressfit Lage dokumentiert wurde.
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4.4 Histologische Ergebnisse

Die histologischen Ergebnisse zeigten, dass eine Interaktion zwischen
Knochenersatzmaterial und Granulationsgewebe bei der Frakturdefektheilung bestand.
In mehreren Schnitten und bei allen Tieren konnten Zellen im Knochenersatzmaterial
detektiert werden. Die Vermutung, dass es sich hierbei um Makrophagen handelte, die
nahe an oder in das Knochenersatzmaterial einwanderten um es abzubauen, liel sich
allerdings mithilfe einer TRAP- und/oder ED1-Farbung nicht bestatigen. Es zeigten
sich keine Makrophagen positive Farbung im Knochenersatzmaterial, wahrend es im
Granulationsgewebe zu einer positiven Farbung kam. Ein Grund fir das Ausbleiben
der Anfarbung der Zellen im Knochenersatzmaterial und damit deren Identifizierung als
Makrophagen kdnnte sein, dass aufgrund der physikalischen oder chemischen
Eigenschaften des Zweiphasenkonstruktes aus Kollagen und Silikat eine spezifische
Féarbung blockiert wurde.

Fir diese Hypothese spricht, dass im Granulationsgewebe Strukturen gefunden
wurden, die abgebautes Knochenersatzmaterial darstellen konnten. In der Néhe dieses
Materials befanden sich Zellen, die sich schon aufgrund ihrer Morphologie als
Makrophagen identifizieren lie3en.

Eine Hypothese ware, dass die Makrophagen hamatogen in das gefal3reiche
Granulationsgewebe einwanderten und von dort aus zum Knochenersatzmaterial
gelangten. Hier lagern sie im oder sehr dicht am Material, so dass sie sich mit Hilfe der
ED1- und TRAP-Farbung nicht anfarben lassen, weil das Knochenersatzmaterial dies
verhindert. Die Makrophagen phagozytieren das Knochenersatzmaterial und
transportieren es zurlck ins Granulationsgewebe. Hier konnte es in umgewandelter
Form detektiert werden.

Diese Hypothese konnte weiter untermauert werden, indem Makrophagen in vitro
gezielt in das Knochenersatzmaterial eingebracht und anschlie3end eine Farbung mit
TRAP oder ED1 durchgefuhrt werden wirden. Aufgrund des Knochenersatzmaterials
sollte gemal der Hypothese eine spezifische Farbung der Makrophagen nicht méglich
sein. Dann misste davon ausgegangen werden, dass Zellen des
Granulationsgewebes ins Knochenersatzmaterial eingewandert waren.

Insgesamt zeigt sich eine deutliche Interaktion zwischen Knochenersatzmaterial und
dem benachbarten Wirtsgewebe der Ratte. Auch das auffallend haufige Vorkommen
von Makrophagen lasst auf einen Versuch des Abbaus des Knochenersatzmaterials
schlieBen. Es lasst sich jedoch zum jetzigen Zeitpunkt nicht sagen, in wieweit diese

Reaktion eine negative Interaktion im Sinne einer aseptischen Fremdkorper-
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Entzindungsreaktion darstellt. Hinweise hierfir zeigen die makroskopischen
Ergebnisse mit zum Teil Gberschiel3enden Reaktionen der Bindegewebsbildung.

Da der neu gebildete Knochen vom Lagerknochen aus in das Granulationsgewebe
hineinwachst, ware es auflerdem wichtig herauszufinden, was zu dem Zeitpunkt
passiert, zu dem der neue Knochen in Kontakt zum Knochenersatzmaterial kommt.
Diese Situation konnte untersucht werden, indem ein langerer Beobachtungszeitraum
als 43 Tage verwendet wird. Wahrscheinlich wiirde es bei einer wie oben diskutierten
besseren Kompression des Knochenersatzmaterials zu einer geringeren Bildung von
Granulationsgewebe kommen und der neue Knochen und das Knochenersatzmaterial
wiurden dichter beieinander liegen.

Die Ergebnisse zeigten eindeutig, dass das implantierte Knochenersatzmaterial eine
Reaktion in der Frakturzone auslost.

Eine weitere Auffalligkeit bei den histologischen Untersuchungen war, dass sich bei
den meisten untersuchten Schnitten das Knochenersazmaterial durch den
Praparationsprozell deutlich vom Granulationsgewebe geldst hatte und zum Teil nur
noch ein Defekt auffindbar war. Dies Ilasst darauf schlieRen, dass das
Knochenersatzmaterial nicht fest mit dem umgebenden Granulationsgewebe
verbunden war. Man kann davon ausgehen, dass sich die Priméarfestigkeit des
Materials wahrend der 43 Tage der Implantation nicht veréandert hat, da es bei einem
elastischen Material nicht zu einem Herausbrechen gekommen wére. Aul3erdem zeigte
sich bei einem Schnitt in der TRAP Farbung, dass das Knochenersatzmaterial so fest
in seiner Form war, dass es das umliegende Gewebe mit einer scharfen Kante
verdrangte.

Eine Zusammenschau der histologischen Befunde mit den makroskopischen
Ergebnissen zeigt, dass das Zweiphasenkonstrukt, bestehend aus 70 % Silikat und
30% Kollagen, in den allermeisten Féallen pressfit in den durch Osteotomie
geschaffenen Frakturdefekt eingebracht werden konnte und dort in deutliche

Interaktion mit dem umliegenden Wirtsgewebe der Ratte trat.
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5 Zusammenfassung

Die Verwendung von Biomaterialien stellt in der Behandlung von osteoporotischen
Frakturen eine Stimulation der Heilung in Aussicht. Jedoch existieren bislang weder
klinisch relevante Kleintiermodelle an der Metaphyse von langen Réhrenknochen noch
sind Biomaterialien zur Stimulation der Heilung im metaphysaren osteoporotischen
Knochen an Kleintiermodellen untersucht worden. Die Zielstellung der aktuellen Arbeit
ist erstens die Etablierung eines klinisch relevanten Frakturdefektmodells an der
distalen Femurmetaphyse von ovariektomierten Ratten., zweitens soll in diesem Modell
das Abbauverhalten eines  Silikat-Kollagen-Zweiphasenkonstrukt-Biomaterials
histologisch untersucht werden. Bei dreizehn weiblichen ovariektomierten Ratten
wurde eine Osteosynthese mit T-Platte am distalen Femur vorgenommen und eine
metaphyséare Frakturdefektzone von ca. 400 mm?® bei einer Defektlange von ca. 5 mm
durch eine Osteotomie geschaffen. In diese Defektzone wurde ein
Zweiphasenkonstrukt aus 70% Silikat und 30% Kollagen eingebracht. Die Tiere wurden
Uber den Beobachtungszeit von 42 Tagen regelmé&Rig bzgl. der Wundheilung,
Gewichtsentwicklung und Gesamtbefinden untersucht. Nach 43 Tagen wurden die
Tiere getotet, das Femur explantiert und makroskopisch untersucht. Anschliel3end
wurden histologische Praparate angefertigt und diese fir Hamatoxylin-Eosin-,
Toluidinblau-, TRAP- und ED1-Farbung aufgearbeitet. Es wurde nur ein Tier wéhrend
der Narkose zur Femuroperation verloren. Alle anderen 13 operierten Tiere
Uberstanden die postoperative Beobachtungszeit problemlos mit einem leichten
Zugewinn an Korpergewicht. Die Haut- und Wundheilung war bei 11 von 13 Tieren
stets unauffallig, bei den beiden anderen Tieren bestanden leichte prolongierte
Schwellungszusténde. Die Osteosynthese fihrte bei 11 der 13 Tiere auch 43 Tage
postoperativ zu einer stabilen Situation. Somit kann die Osteosynthese Uber eine T-
formige Plattenosteosynthese in diesem Modell als belastungsstabile Technik
bezeichnet werden. Das Zweiphasenkonstrukt zeigte eine deutliche Interaktion mit dem
umliegenden Gewebe und wurde in 9 von 13 Fallen zumindest bindegewebig integriert.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass dieses Tiermodell die Schaffung eines
metaphysaren Frakturdefekts an der distalen Femurmetaphyse erlaubt, in dem

Biomaterialien untersucht werden kdnnen.
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6 Summary

Osteoporotic fractures and their treatment remain a challenge. The use of biomaterials
intends to stimulate bone healing in this context. However, there is currently a lack of
both clinically relevant bone healing small animal models at the metaphyseal part of
long bones and the investigation of biomaterials in metaphyseal bone defect healing.
The goals of this work are first to establish of a clinically relevant fracture defect model
at the distal femoral metaphysis of ovariectomized rats. Second, degradation behaviour
of a silicat-collagen-two-phases construct in this metaphyseal fracture defect model is
analysed. 13 ovariectomized rats underwent surgery with T-plate fixation at the distal
femur with the creation of a metaphyseal defect with a volume of approximately 400
mm® m and a length of approximately 5 mm by an osteotomy. Second, a silicat-
collagen-two-phases construct was implanted into the defect and its degradation
behavior was analysed histologically. The animals were followed up for 42 days and
wound healing, body weight and general health status was frequently assessed. At day
43, the animals were euthanized and the femora were explanted and assessed
macroscopically. Histological slides with hematoxylin-eosin, toluidin blue, TRAP and
ED-1 staining were created. 13 of 14 animals survived the entire observation period
without problems. Only one animal was lost during anesthesia for the femur surgery.
Wound healing was normal in 11 of 13 animals, only 2 animals exhibited prolonged
swelling of the knee area. The osteosynthesis was deemd stable in 11 of the 13
animals after 43 days postoperatively. Therefore, the T-plate osteosynthesis at the
distal femur in this model can be considered to be stable. The two-phases biomaterial
showed multiple tissue interactions with the surrounding host tissue and showed at
least soft-tissue integration in the defect. In summary, this animal model enables the
creation of a metaphyseal defect in oavariectomized rats in which biomaterials for the

enhancement of osteoporotic fracture healing can be investigated.
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7 Abkurzungsverzeichnis

BMP Bone morphogenetic protein

BMU Basic multicellular unit

ED1 Name des Antikorperclones (CD68)

G Granulationsgewebe

HE Hamatoxylin-Eosin

K Knorpelgewebe

KEM Knochenersatzmaterial

KG Kdrpergewicht

nK neugebildeter Knochen

NSAR Nichtsteroidale Antirheumatika

OPG Osteoprotegerin

PMMA Polymethymethacrylat

RANK Receptor Activator of Nuclear Factor kB
RANKL Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand
Tb Toluidinblau

TRAP Tartrat-resistente acid Phosphatase
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