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ABKURZUNGEN, MAREINHEITEN UND SYMBOLE

a Jahr

AG Aktiengesellschaft
AB Antibiotika

a. p. anterior-posterior

°C Grad Celsius

Ca Calcium

ca. circa

CFU Colony Forming Unit
d Tag

Dia Diaphyse

DIN Deutsches Institut fir Normen e. V.
Epi Epiphyse

etal. und andere

etc. et cetera

ev. eventuell

Fa. Firma

ff. Folgeseiten

Gew% Gewichtsprozent
ggf. gegebenenfalls
GmbH Gesellschaft mit beschréankter Haftung
h Stunde

H Wasserstoff

H20, Wasserstoffperoxyd
HA Hydroxylapatit

i m. intramuskular

kg Kilogramm

KG Kdérpergewicht

KV Kilovolt

I Liter
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m molar

M Monat

m? Quadratmeter

mAs Milliamperesekunden
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Met Metaphyse

mg Milligramm

MHK Minimale Hemmkonzentration

MHK 90  Minimale Hemmkonzentration fir 90% der getesteten Stdamme

ml Milliliter

N Normallésung

Nr. Nummer

P Phosphat

p Irrtumswahrscheinlichkeit
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R Range

® Registrierte Warenmarke
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|. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

1.1. Bedarf an Knochenersatz

Knécherne Substanzdefekte, wie sie erblich, posttraumatisch oder nach chirurgisch-
resezierenden Eingriffen auftreten kénnen, erfordern in vielen Féllen die Anwendung

von Knochenersatzverfahren, um eine definitive Heilung zu erzielen.

Transplantiertes kdrpereigenes Knochengewebe erzielt biologisch die besten
Ergebnisse und ist als Goldener Standard allgemein anerkannt. Das hierbei am
haufigsten angewandte Verfahren ist die autogene Spongiosaplastik mit Entnahme
aus dem Beckenkamm des Patienten.

Die Nachteile des Verfahrens sind insbesondere das nicht zu umgehende
Entnahmetrauma und die begrenzte Verfigbarkeit. Bei gréeren Defekten kann
deshalb eine mehrzeitige Materialgewinnung oder die Kombination mit anderen
Knochenersatzformen erforderlich sein. Als solche stehen patientenfremder
(allogener) menschlicher Spenderknochen, Rinderknochen (boviner Knochenersatz)

sowie Préparate aus Korallen und synthetische Materialien zur Verfugung.

Allogene Knochentransplantate (menschliche Spenderknochen) weisen einerseits
gute Einheilungsergebnisse auf, andererseits ist die Methode mit einem hohen
technischen und 6ékonomischen Aufwand und einem Infektionsrisiko fir Bakterien,
Viren und Tumorzellen verbunden. Uber eine zelluldre Sensibilisierung kann es bei
nachfolgenden Schwangerschaften oder nach erneuten Allotransplantationen zu
Unvertraglichkeits- und AbstoRungsreaktionen kommen (Hofmann et al., 1997).
Insbesondere aber vor dem Hintergrund einer moéglichen HIV-Infektion muss deren
Einsatz heute kritisch hinterfragt werden (Campbell und Li, 1999; Campbell et al.,
1994; Campbell und Oakeshott, 1995; Diseases, 1988; Hernigou et al., 1998; Marx
und Carlson, 1993; Mellonig et al., 1992; Pruss et al., 2002).
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1.2. Anforderungen an Knochenersatzmaterialien

Bovine, synthetische und aus Korallen hergestellte Knochenersatzmaterialien
umgehen die genannten Nachteile der auto- und allogenen Transplantate. Sie
weisen jeweils ein individuelles Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil auf, worauf im

Rahmen dieser Arbeit noch ndher eingegangen wird.

Das ideale Knochenersatzmaterial sollte folgende Eigenschaften besitzen:

o Gute Vertraglichkeit (Biokompatibilitat)

o Férderung der Knochenneubildung (Osteogenes Potential)

o Einfache Applikation

o Formschlussige Defektfullung

o Mechanische Stabilisierung

o Vollstandiger Abbau (idealerweise zeitlich an knécherne Heilung
angepasst)

. Ohne Infektionsrisiko

o Antigenfreiheit (keine Sensibilisierungs-/AbstoRungsreaktion)

o Niedrige Kosten

1.3. Notwendigkeit von Antibiotikatrdqgersystemen in der

antibiotischen Behandlung von Knocheninfektionen

Knochengewebe ist durch seine bradytrophe Stoffwechselsituation fir systemisch
applizierte Antibiotika schwer erreichbar. Im Rahmen von chronischen bakteriellen
Infektionen koénnen sich Durchblutungs- und Diffusionsbarrieren, bakterielle
Glykokalyxfilme (Alam et al., 1990) und Nekrosen (Norden, 1985) ausbilden, die
weder fir die kérpereigene Immunabwehr noch flir systemisch applizierte Antibiotika

zuganglich sind.
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Eine chirurgische Intervention mit Entfernung von avitalem Gewebe und
Fremdmaterial, Obliteration von Totrdumen sowie eine lokale antimikrobielle

Therapie stellt in diesem Fall die entscheidende Therapiemalinahme dar.

Durch die Implantation von Antibiotikatragersystemen in das Infektionsgebiet kénnen
héhere lokale Gewebekonzentrationen bei gleichzeitig niedrigeren systemischen
Wirkstoffspiegeln und damit geringeren Nebenwirkungen erzielt werden (Blaha et al.,
1993; Gitelis und Brebach, 2002; Kanellakopoulou et al., 2000; Kanellakopoulou und
Giamarellos-Bourboulis, 2000; Letsch et al., 1993; Nelson, C. L. et al.,, 1993;
Stemberger et al., 1997; Wahlig, 1980, 1982; Wahlig und Dingeldein, 1980, 1987;
Wahlig et al., 1978a, 1979; Walenkamp, 1983, 1989; Walenkamp et al., 1998;
Walenkamp und van Rens, 1982; Walenkamp und Vree, 1981; Walenkamp et al.,
1986; Walenkamp et al., 1981).

Anfanglich instillierte man die Antibiotika unbehandelt in das Knochengewebe, womit
nur fir kurze Zeit ausreichend hohe Wirkstoffspiegel erzielt wurden. Durch die
Kopplung an Tragermaterialen wie Blut, Fibrin, Gips und Knochenzement realisierte
man eine zeitlich prolongiertere Freisetzung und bessere klinische Ergebnisse
(Bucholz, H. W. und Engelbrecht, 1970; Klemm, 1979b; Redl et al., 1983).

Antibiotikatragersysteme sollten neben einer guten Biokompatibilitét in erster Linie
eine geeignete  Pharmakokinetik mit ausreichend hoher und langer

Wirkstoffreisetzung aufweisen.

Eine vollstdndige Abbaubarkeit erméglicht es, auf eine operative Entfernung der

Implantate zu verzichten.

Eine Fdérderung der Knochenneubildung (osteogene Wirkung) beschleunigt die

Defektheilung bei oft gleichzeitig bestehenden kndéchernen Substanzdefekten.
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1.4. Ostim® - Nanokristalliner Hydroxylapatit

Hydroxylapatit ist eine nanokristalline, nadelférmige Calciumphosphatverbindung und
Hauptbestandteil des natirlichen Knochens. Der neu entwickelte, synthetisch
hergestellte Hydroxylapatit, Ostim®, weist im Gegensatz zu den bisher haufig
verwendeten Hydroxylapatitkeramiken Kristalle auf, die in Form und GréRe den

naturlichen weitestgehend dhneln.

Die vorliegende Arbeit untersuchte dessen Eignung als Knochenersatzmaterial und

Antibiotikumtragersystem in Kombination mit Clindamycin.

Hierzu erfolgten hellfeldmikroskopische, fluoreszenzoptische und
pharmakokinetische Untersuchungen nach Implantation in den Femurmarkraum von
26 Weilken Neuseelanderkaninchen. Erganzend fanden In-vitro-Versuche zur

Freisetzungskinetik der Substanz statt.

Von besonderem Interesse war dabei die Vertraglichkeit von Ostim® fur den
Gesamtorganismus und das histologische Reaktionsmuster mit Aussagen Uber
dessen Gewebevertraglichkeit, Abbaubarkeit sowie Einflussnahme auf die

Knochenneubildung.

Pharmakokinetisch stellte sich die Frage, ob Ostim® in Kombination mit Clindamycin
auseichend hohe und lang anhaltende lokale Clindamycinkonzentrationen zur

Behandlung bakterieller Knochenentziindungen erreichen wirde.
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Il. LITERATURUBERBLICK

I.1. Die Biologie des Knochens

Knochengewebe
[
Interzellular-
‘ Lellen ‘ substanz
(Grundsubstanz)
|
Freie Ortsstandige Organisch Anarganisch
[(mabile) ffixe) [359%) (b5 %)
e Oisteablasten e Osten- Kollagen- Amorphe Mineralien:
* Praosieo- zyten fa'aﬂ. M * Calciumphosphat
blasten (30 %) i e
* Osteopro- y Ty;poll ® Proteine » Calciumcarbonat
genitorzellen (57 %) * Glykosamino- B8-10%)
» Osteoklacten * éﬁ;ﬁ)”' glykane * Magnesiurm-
§ * Proteoglykane phosphat (1 5%)
i * Calciumfluorid
* | ipide i0,3%)

Abbildung 1: Aufbau von Knochengewebe. Quelle: Eigener Entwurf. Daten in Anlehnung an:
JUNQUEIRA und CARNEIRO (1996) sowie SAJONSKI und SMOLLICH (1990).

Knochengewebe entwickelt sich aus mesenchymalem Bindegewebe. Es besteht aus
Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien und einer Interzellularsubstanz aus
organischen und anorganischen Bestandteilen (Kollagenfasern, Wasser, Mineralien
u.a.). Die Zellen des Knochens entwickeln sich aus undifferenzierten
Mesenchymzellen. Determinierte Osteoprogenitorzellen (determined osteogenic
precursor cells - DOPC) bzw. induzierbare Osteoprogenitorzellen (inducible
osteogenic precursor cells - IOPC) differenzieren sich zu Prdosteoblasten, aus denen

wiederum Osteoblasten und schliel3lich Osteozyten entstehen.

Osteoblasten sind im Gegensatz zu Praosteoblasten nicht mehr teilungsféhig und
sind fur die Synthese von organischen Bestandteilen der Knochenmatrix und der
Mineralien verantwortlich. Abhangig von ihrer Stoffwechselaktivitat sind sie elliptisch
(geringe Aktivitat) bis kuboid (grofde Syntheseleistung - Durchmesser: ca. 20-30 um)

geformt (Jackson, 1957) mit meist exzentrisch gelegenem Zellkern.
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Bei der Bildung von Geflechtknochen liegen sie diffus verteilt vor und produzieren
allseitig perizelluldr die extrazelluldre Knochenmatrix. Auf Lamellenknochen-
oberflachen bilden sie einschichtige epithelartigen Zellverbdnde, sog. Osteo-
blastenlayer, und produzieren durch eine polarisierte Matrixsezernation
knochenstandige Osteoidsdume (ca. 1 um/Tag = appositional bone formation rate —
ABFR) (Frost, 1973). Nach Abschluss der Synthesephase flachen die Zellen ab und
Ubernehmen als Knochenbelegzellen (bone lining cells) regulative Aufgaben im

Rahmen des Knochenumbaus.

Aus den Osteoblasten gehen die geringer stoffwechselaktiven, weniger basophilen,
flachen, dentritischen Osteozyten hervor, die in erster Linie fir den Erhalt des
Knochens verantwortlich sind. Sie sind vollstandig in mineralisierte Knochensubstanz
eingebettet und stehen Uber fingerférmige Zellfortsdtze und Knochenkanélchen
(Canaliculi ossei) untereinander in direktem Kontakt (Cooper et al., 1966). Unter dem
Einfluss von Zytokinen und unterschiedlichen physikalisch-chemischen Reizen

kénnen sich Osteozyten erneut in Osteoblasten und Osteoklasten differenzieren.

Osteoklasten sind fir die Knochenresorption zustandig. Sie weisen einen
Zelldurchmesser von ca. zehn bis 100 um auf und enthalten durchschnittlich etwa
zehn bis 20, selten bis zu 100 Kerne pro Zelle. Bezlgliche deren Herkunft wird
sowohl eine Entwicklung aus mesenchymalen Vorlduferzellen, Osteozyten,
Osteoblasten und Fibrozyten als auch aus dem mononukledren Phagozytensystem

des Blutes (Monozyten, Makrophagen) diskutiert (Bonucci, 1981).

Die knochenangrenzende resorptionsaktive Zellmembran der Osteoklasten ist als
oberflachenvergréflerndes Faltensystem ausgebildet (ruffled border), das durch die
Sezernation von Salzsaure, Karboanhydrase, ATP-ase, Phosphatasen, Zytochrom-

oxidasen u. a. Substanzen den Knochenabbau erméglicht (Cooper et al., 1966).

Die von Osteoblasten gebildete Knochenmatrix setzt sich aus einem organischen
Anteil (ca. 35%) und anorganischen Mineralien (ca. 65%) zusammen. Kollagen (zu
ca. 97% Typ |, ca. 3% Typ lll) bildet mit ca. 90% den Hauptanteil der organischen
Phase. Daneben finden sich Proteine wie Osteonektin und Osteocalcin,

Glykosaminoglykane, Proteoglykane (1-2%) sowie Lipide (5-10%).
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Die anorganische Knochengrundsubstanz besteht vornehmlich aus Calciumphosphat
(85-90%), Calciumcarbonat (8-10%), Magnesiumphosphat (1,5%) und Calciumfluorid
(0,3%). Die Mineralien liegen in Form von kristallinen Raumgittern vor und sind den
Kollagenfasern sowohl auf’en angelagert, als auch in sie integriert. Den
Hauptbestandteil bilden die nadelférmigen Kristalle des Calciumphosphates, der
Hydroxylapatit, mit Abmessungen von ca. 20 bis 49 nm L&nge und zwei bis drei nm

Breite.

Die Knochenneubildung (Osteogenese) erfolgt meist als desmale Ossifikation direkt
aus mesenchymalem  Bindegewebe. Seltener findet eine indirekte
Knochenneubildung statt, bei der zunachst hyaliner Knorpel gebildet und
nachfolgend durch Knochengewebe ersetzt wird (chondrale Ossifikation). In beiden
Fallen sezernieren Osteoblasten zunachst eine extrazellulare, nicht mineralisierte
organische Matrix, das sog. Osteoid, sowie in Matrixvesikel eingeschlossene
mineralische Calciumkomplexe. Nach Ruptur der Vesikel fungieren freigesetzte
Calciumphosphatprazipitate als Nukleationszentren (calcification nodules) fir
Kristallisationsprozesse in der Kollagenfasermatrix des Osteoids. Bei der lamellaren
Knochenneubildung ist diese Mineralisationsfront hellfeldmikroskopisch mittels

Toluidinfarbung als dunkles Band (reversal band) sichtbar.

Gemal} strukturellen und biomechanischen Merkmalen unterscheidet man Geflecht-
und Lamellenknochen. Ersterer verfugt Uber einen hdéheren Anteil an Osteozyten,
einem geringeren Mineraliengehalt und zuféllig angeordneten Kollagenfaserbiindeln.
Er ermdglicht eine schnelle Knochenneubildung mit vorwiegender Stabilitdt gegen
Zug- und Scherkrafte. Lamellenknochen verfigt Uber streng nach statisch-
funktionellen Gesichtspunkten orientierte parallel angeordnete Kollagenfasern
(Knochenlamellen) und weist auf Grund eines hdheren Mineralsalzgehaltes

zuséatzliche Widerstandskraft gegen Druckkréfte auf.

In der Regel wird zun&chst das Stadium des Geflechtknochens durchlaufen, welcher

nachfolgend durch Lamellenknochen ersetzt wird.
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I.2. Die Biologie des Knochenersatzes

Zahlreiche histologische  Untersuchungen beschéftigen sich mit dem
Inkorporationsverhalten von Knochentransplantaten und -ersatzmaterialien (Aaboe et
al., 2000; Al Ruhaimi, 2001; Berglundh und Lindhe, 1997; Bucholz, R. W., 2002;
Caulier et al., 1995; Cornell und Lane, 1998; Dalkyz et al., 2000; Doherty et al., 1994;
Du et al., 1998; Feifel, 2000; Frayssinet et al., 2000; Karlsson, 1999; Lohmann et al.,
2001; Rueger, 1996; Werber et al., 2000).

Neben materialspezifischen Besonderheiten lassen sich dabei im Wesentlichen fiinf

biologische Reaktionsstufen unterscheiden:

1. Hamatombildung mit Adharenz und Degranulation von Thrombozyten und
Makrophagen an Wund-/Materialoberflaichen und Freisetzung von
Chemomediatoren (Zytokine, Wachstumsfaktoren: Fibroblast Growth Factor-2
(FGF-2), Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Transforming Growth
Factor-B (TGF-B) u. a.) (Goldberg, V. M. und Stevenson, 1987, 1993)

2. Initiale Entzindungsreaktion (Immigration von Granulozyten, Lymphozyten,
Monozyten, Makrophagen etc.) und konsekutive mediatorvermittelte Migration,
Proliferation und fibrovaskuldre Differenzierung von Mesenchymzellen
(Goldberg, Shaffer et al. 1987; Goldberg und Stevenson 1987; Heiple,
Goldberg et al. 1987; Reddi, Wientroub et al. 1987)

3. Vaskularisation (Antransport von Zellen, Né&hrstoffen, Sauerstoff, Puffern)
(Braun, 1992; Dambe et al., 1978; Goldberg, V. M. et al., 1987; Goldberg, V.
M. und Stevenson, 1987, 1993; Heiple et al., 1987)

4. Ausdifferenzierung von Osteoblasten/-klasten und/oder Chondroblasten aus
Mesenchymzellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien — (Asahina et al.,
1993; Kubler, 1997; Matsumoto et al., 1999; Minguell et al., 2000; Nordstrom
et al., 1999; Ohgushi et al., 1993; Oreffo et al., 1998; Stringa et al., 1995; Urist
et al., 1969) - ev. auch aus Fibroblasten (Rutherford et al., 2002)

5. Knochenneubildung und definitive Defektheilung
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Die kndcherne Einheilung von Implantaten stellt ein wechselseitiges Geschehen dar.
Es wird neben den physiko-chemischen und biologischen Eigenschaften des
Implantates (Biokompatibilitdt, osteoblastdre, -konduktive, -induktive Potenz,
Antigenitat, Resorptionsverhalten, pH-Verdnderung etc.) in nicht zu unterschatz-
endem Male von den Verhaltnissen des Implantatbettes bestimmt. Hierzu zahlen
beispielsweise Durchblutung (Contzen, 1989), Stoffwechselaktivitat (Lexer, 1911),
(Priméar-)Stabilitét (Bucholz, R. W. et al., 1987) und der Implantat-Knochen-Kontakt
(Formschluss). Letztlich Gbt auch der Allgemeinzustand des Patienten einen Einfluss
aus (Axhausen, G., 1908 a, 1908 b; Axhausen, W., 1967; Donath und Kirsch, 1986;
Kregelez et al., 1979; Nagashimi et al., 1995; Vitalli, 1965).

FORDERLICHE FAKTOREN

PATIENT IMPLANTAT
e Guter Allgemein- und o Gute Biokompatibilitat
Ernéhrungszustand e Hohe osteoblastare, -konduktive

und -induktive Potenz

o Nahrstoffversorgung
(GefaRanschluss)

e Antigenfreiheit

IMPLANTATIONSGEBIET

» Stabilitat e GroRe Raktionsoberflache
+ Hohe Stoffwechselaktivitat e Bereitstellung von
(Turn-over) Knocheninhaltsstoffen (z. B.
o Vitales Gewebe lonen)
e Gute Durchblutung e pH-Neutralitat bzw. moderate
Schwankungen
¢ An Knochenneubildung
angepasstes

Resorptionsverhalten

BEDINGUNGEN KNOCHERNE IMPLANTAT-
v HEILUNG EIGEN-
IMPLANTATIONS- SCHAFTEN

GEBIET
HEMMENDE FAKTOREN
PATIENT IMPLANTAT
e Reduzierter Allgemein und e Schlechte Biokompatibilitat,> ev.
Ernahrungszustand bindegewebige Abkapselung
IMPLANTATIONSGEBIET e Antigenitat > ev. spezifische

Entziindungsreaktion

o Geringe osteoblastare, -
'g’:ﬁg;‘g%‘iv“’eebﬁsgf&ags olung konduktive und -induktive Potenz
Knorpelbildung ’ o Néahrstoffmangel (Blutversorgung,
lonen, u. a.)
e Bakterielle od. virale
Kontamination

e Instabilitat (Mikro-/

o Durchblutungsstérungen
e Infektion / Entzindung

o GroRere pH-Schwankungen

Abbildung 2: Einflussfaktoren auf die Biointegration von Knochentransplantaten und —ersatzmateriali-
en. Quelle: Eigener Entwurf.
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Wir verfigen derzeit Uber eine Vielzahl von Md&glichkeiten fir die Therapie von
knéchernen Substanzdefekten. Das patienteneigene autogene Knochentransplantat
gilt beziglich Biokompatibilitdt, Knochenneubildungsrate und Einheilungs-
geschwindigkeit als Goldener Standard des Knochenersatzes. Als nachteilig werden
jedoch die unumgangliche Entnahmeoperation sowie die begrenzte Verfligbarkeit
empfunden. Insbesondere bei groReren Defekten kommen deshalb Biomaterialien,
wie patientenfremder menschlicher (allogener) Knochen sowie verschiedene

Knochenersatzmaterialien zum Einsatz.

Knochenersatzmaterialien bestehen per definitionem aus nicht lebendem Material
und Ubernehmen in biologischen Systemen medizinische Funktionen (Otter et al.,
1988; Roesgen, 1990). lhre Biokompatibilitdt kann nach OSBORN (1979) wie folgt

beschrieben werden:
° bioaktiv
° bioinert und

° biotolerant

Bioaktive Stoffe bestehen dabei aus chemischen Verbindungen, die im Organismus
selbst vorhanden sind und postoperativ eine spezifische erwiinschte biologische
Gewebereaktion auslésen. Bezogen auf Knochenersatzstoffe kommt es durch eine
chemische Bindung zwischen Implantat und Knochen zur Ausbildung einer

Verbundosteogenese.

Bioinerte Materialien sind weitgehend resorptionsstabil und I6sen im Kontaktgewebe
nahezu keine Reaktionen aus. Sie zeichnen sich durch eine ausgezeichnete
Biokompatibilitdt, ohne unerwiinschte Gewebevorgange aus und heilen in Form einer

Kontaktosteogenese ein.

Biotolerante Werkstoffe fihren zu einer bindegewebigen Abkapselung im Sinne einer
Distanzosteogenese, die einen Kraftschluss zwischen Implantat und Knochen

unmdoglich macht.
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Knochentransplantate bzw. -ersatzmaterialen kénnen eine Knochenneubildung im

Wesentlichen tber drei Wirkmechanismen beeinflussen (Bauer und Muschler, 2000):
o Osteoblastare Osteogenese
o Osteokonduktive Osteogenese

o Osteoinduktive Osteogenese

Osteoblastare Materialien enthalten vitale Zellen, die zur Knochenbildung fahig sind
(primar osteoblastische Knochenneubildung) oder sich in solche differenzieren

kdnnen (sekundar osteoblastische Knochenneubildung).

Osteokonduktive Stoffe entfalten eine Leitschienenfunktion fir vom Wirtsknochen
aus einwachsendes fibrovaskulares Binde- und Knochengewebe (Chang, B. S. et al.,
2000; LeGeros, 2002).

Osteoinduktivitat beschreibt die Fahigkeit, undeterminierte Mesenchymzellen zur
Differenzierung in osteo- bzw. chondroblastische Zellen anzuregen (Reddi et al.,
1987; Schweiberer et al., 1986; Umemura et al., 1989) und eine experimentell
Uberprufbare  heterotope  Knochenbildung beispielsweise in  subkutanem

Bindegewebe oder Muskulatur anzuregen.

Nach der Theorie von URIST et al. sind fir eine Osteoinduktion insbesondere
nichtkollagene Matrixproteine verantwortlich, wie beispielsweise das von ihnen 1983
isolierte Bone Morphogenetic Protein (BMP) (Urist, DeLange et al., 1983; Urist et al.,
1969; Urist et al., 1982; Urist et al., 1977; Urist, Sato et al., 1983). REDDI (1981),
REDDI et al. (1987) sowie SCHWEIBERER et al. (1986) betonten den
kaskadenartigen Reaktionscharakter der biochemischen und zelluldren Vorgéange mit

initialer Chemotaxis, Mitose und Zelldifferenzierung.

Neben BMP (Wozney et al., 1990) sind uns heute zahlreiche osteoinduktive Stoffe,
sog. Osteogenine (Lacroix, 1945; Reddi et al., 1987) und knochenbildungsférdernde
(osteogene) Faktoren bekannt. Zu diesen z&hlen Osteopontin (Liao et al., 2002),
Osteocalcin, Osteonectin, Osteogenetic Protein 1 (OP-1) (Asahina et al., 1993;
Bosse et al.,, 1993; Muehleman et al., 2002), TAK-778 (Kato et al., 2001),
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Osteogenetic Bone Sialoprotein (Bosse et al., 1993; Ryden et al, 1989),
Hyaloronsaure (Sasaki und Watanabe, 1995), Skeletal Growth Factor (Farley und
Baylink, 1982), Platelet Derived Growth Factor (PDGF) (Lee, Y. M. et al., 2000),
Fibroblast Growth Factor (FGF) (Gospodarowicz et al., 1986; Ono, Tateshita et al.,
1996), Transforming Growth Factor B (TGF-B) (Arnaud, 2000; Inaba et al., 1996;
Joyce et al.,, 1990), Insulin-like Growth Factor | (IGF 1) (Schmid et al., 1998),
Phosphoserin, Fibronektin (Daculsi et al., 1999), Decorin (Bosse et al., 1993),
Interleukin-1b (Mahy und Urist, 1988), Parathormon, (Reddi und Sullivan, 1980),
Prostaglandin E1/2 (Hulth, 1989; Ono, Inoue et al., 1996), Prostaglandin 100 (Bosse

et al., 1993) und viele mehr.

Eine genaue Darstellung der biochemischen Ablaufe wirde den Rahmen dieser
Arbeit Uberschreiten. Es sollen deshalb nur punktuell einige Zusammenhange

aufgezeigt werden.

Basischer Fibroblast Growth Factor (FGF) férdert die Angiogenese (Gospodarowicz
et al.,, 1986), Transforming Growth Factor B (TGF-B) wirkt chemotaktisch auf
potentiell knochenbildungsfahige Zellen (Joyce et al., 1990). Basicher FGF, FGF-3
und BMP sind proliferationssteigernd. BMP-2 und -3 férdern insbesondere die Aus-
differenzierung von Osteoblasten (Wang, E. A. et al., 1990). Insulin-like Growth

Factor 1 (IGF-1) erhéht zelluldre Syntheseleistungen.

Alleine oder in Kombination mit Knochenersatzmaterialien sind diese Mediatoren in
der Lage ossdre Heilungsvorgdnge zu beschleunigen. Auf Grund der damit
zusammenhangenden medizinischen und sozio6konomischen Bedeutung sind sie
seit einigen Jahren Gegenstand intensiver Forschungsbemihungen (Arnaud, 2000;
Kamegai et al., 1994; Kilian et al., 2002; Lee, D. D. et al., 1999; Miki et al., 2000;
Ono, Tateshita et al., 1996; Wang, D. et al., 1997; Xu et al., 1997).
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11.3. Mogqglichkeiten des Knochenersatzes

Neben autologen und allogenen Knochentransplantaten werden verschiedene
Calciumphosphatkeramiken (Hydroxylapatit (HA), Tricalciumphosphat (TCP),
biphasische HA/TCP), Keramik-Kollagen-Kombinationen von xenogener und halb-
synthetischer Herkunft, Glaskeramiken, Zemente (Ca-P, PMMA etc.), Bioglaser u. a.
eingesetzt. Eine einheitliche Einteilung der Knochenersatzmaterialen existiert derzeit
nicht. Die Betrachtung aller Knochenersatzformen wirde den Rahmen der
vorliegenden Arbeit Uberschreiten, sodass im Weiteren lediglich auf Materialien mit

Hydroxylapatit als Hauptinhaltsstoff eingegangen wird.

Auf  Grund stark variierender  Versuchsanordnungen  (Versuchs-/ Tier-/
Operationsmodell, ImplantatgréRe, Nachbeobachtungszeiten etc.) werden Ver-
gleiche zwischen den Studien zwar erschwert, dennoch ergeben sich wichtige
Aussagen zu Biokompatibilitat, Integrationsverhalten und osteogener Potenz der

einzelnen Materialien.

1.3.1. Autogene Knochentransplantate

Wir unterscheiden spongidse und kortikale sowie vaskularisierte und nicht
vaskularisierte patienteneigene Transplantate. Das Einwachsverhalten differiert
zwischen diesen verschiedenen Formen betrachtlich und wird neben den
strukturellen Eigenschaften (kortikal, spongiés) vor allem vom Vaskularisationsgrad
bestimmt (Goldberg, M. et al., 1991). Eine bestmdgliche Inkorporation, mit schneller
kndcherner Integration und hoher mechanischer Stabilitdt wird mit anastomosierten
Grafts erreicht (Goldberg, V. M. et al., 1987; Klein, L. et al., 1991; Weiland, Phillips et
al., 1984). Hierbei kénnen bis zu 90% der transplantierten Osteozyten vital erhalten
bleiben und eine primare osteoblastiare Osteogenese ermdglichen (Axhausen, G.,
1908 a, 1908 b; Axhausen, W., 1967).

Das sehr viel haufiger angewandte Verfahren ist die nicht vaskularisierte
Spongiosaplastik, bei der die Mehrzahl der Zellen ischdmie- und apoptosebedingt
abstirbt. Am widerstandfahigsten erweisen sich mesenchymalem Progenietorzellen,

die sich postoperativ unter dem Einfluss von osteoinduktiven Faktoren aus dem
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Implantatbett oder dem Transplantat selbst zu osteogenen Zellen differenzieren
kénnen (sekundér osteoblastische Osteogenese) (Doi et al., 1977; Minguell et al.,
2000; Urist, DeLange et al., 1983). Der Erhalt des zellularen Reaktionsvermégens mit
der Mdglichkeit einer osteoblastischen Osteogenese ist maligeblich fir die hohe
osteogene Potenz der autogenen Transplantate verantwortlich (Bauer und Muschler,
2000).

Eine vor allem bei spongiésen Transplantaten zu findende Wirkungsweise beruht auf
einer osteokonduktiven Leitschienenfunktion fiir vom Lagerknochen aus
einsprossendes fibrovaskuldres Gewebe und einwandernde Mesenchymzellen.
Letztere differenzieren sich zu Osteoblasten und —klasten (Goldberg, V. M. und
Stevenson, 1987) mit parallel stattfindender osteoblastarer appositioneller
Osteoidsezernation und osteoklastdrem Remodeling, was AXHAUSEN mit dem
Begriff der ,schleichenden Substitution® (creeping substitution) charakterisierte
(Axhausen, G., 1908 a, 1908 b; Axhausen, W., 1967). Bei kompakten Transplantaten
geht der beschriebenen Osteokonduktion eine osteoklastare ErschlieRung voraus,
was mit einer zeitlichen Verzégerung verbunden ist (Goldberg, V. M. und Stevenson,
1987).

Insgesamt ahnelt die Einheilung von autologen Transplantaten dem physiologischen
Heilungsverlauf nach Knocheninfarkten (Albrektsson, 1980; Axhausen, W., 1967,
Burchardt, 1983; Doi et al., 1977; Goldberg, V. M. und Stevenson, 1987; Kubler,
1997; Schnettler, 1992; Springfield, 1987; Young et al., 1999).

1.3.2. Allogene Knochentransplantate

Allogene Knochentransplantate werden aus langen Rd&hrenknochen von
Multiorganspendern hergestellt. Durch Kryokonservation (Gefriertrocknung) werden
zelluldre Bestandteile unter Erhalt osteoinduktiver Matrixproteine deaktiviert und die
Biointegration durch Minderung der Antigenitat verbessert (Goldberg, V. M. und
Stevenson, 1987).
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Ihre Wirkung entfalten die Praparate durch Osteokonduktion sowie eine geringe
Osteoinduktion (Goldberg, V. M., 2000; Lohmann et al., 2001; Sun et al., 1998). Eine
osteoblastische Osteogenese wie wir sie von Autotransplantaten kennen, ist auf

Grund fehlender vitaler Zellen nicht mdglich.

Die ossédre Biointegration beginnt am Lagerknochen-Transplantat-Interface und
schreitet durch appositionelles Knochenwachstum entlang der Trabekel zum
Transplantatzentrum hin fort (Gunther et al., 1998; Schnettler, 1992).

Inwieweit eine vollstdndige Durchbauung der Praparate stattfindet, hangt von den
Implantateigenschaften, wie GréRe, Struktur (spongids, kortikal) und Vorbehandlung
(frisch, konserviert) sowie den Bedingungen des Implantationsbettes (HLA-Match/-

Dismatch, Turn-over, Durchblutung, Stabilitat etc.) ab.

GUNTHER et al. (1998) beobachteten beispielsweise bei kryokonservierten
spongitésen Allotransplantaten im femorokondyldren Bohrlochmodell (J 5,5 mm;
Tiefe: 13 mm) bei Kaninchen nach vier bis sechs Wochen eine vollstdndige
knécherne Durchbauung der spongidsen Transplantate. Nach zwélf Wochen waren
die avitalen Knochentrabekel weitestgehend durch neuen Knochen ersetzt worden.
In massiven humanen Allotransplantaten fanden dagegen ENNEKING und MINDELL
(1991) nach funfjahriger Implantation lediglich in der Peripherie (duRere 20%)
knochenbildende und -resorbierende Prozesse; wahrend das Zentrum azellulares

nekrotisches Gewebe enthielt.

GOLDBERG und STEVENSON (1987), SCHNETTLER (1992) und VIROLAINEN et
al. (1995) zeigten in vergleichenden tierexperimentellen Untersuchungen von auto-
und allogenen Transplantaten eine verzdgerte Einheilung fur das Allotransplantat auf
und erklarten dies mit einer immunogenen Entziindungsreaktion. GOLDBERG und
STEVENSON (1987) beobachteten dabei zwei Wochen postoperativ das Einwandern
von mononukledren Zellen sowie eine perivaskulére Entziindung mit Verschluss und

Degeneration der neu eingesprossten Gefélde.



Literaturtberblick Seite 26

Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch FRIEDLAENDER und HOROWITZ
(1987, 1991, 1992), HALLORAN et al. (1979), STEVENSON (1987) und
STEVENSON et al. (1996). Durch den Nachweis von transplantatspezifischen
humoralen Antikérpern und einer MHC-abhangigen CD8"-T-Zell-Aktivierung

bekraftigten diese die immunogene These der Inflammation.

Ungeachtet dieser Nachweise einer immunogenen Reaktion konnten AHO et al.
(1998), FRIEDLAENDER (1983) und MUSCOLO et al. (1987) keinen eindeutigen
Zusammenhang zwischen HLA-Kompatibilitdt bzw. Anti-HLA-Antikérpern und

kndcherner Integration bzw. klinischem Verlauf feststellen.

Dagegen wiesen LEE, M. Y. et al. (1997) auf die Bedeutung einer nachweislich
stattfindenden = HLA-Sensibilisierung im  Zusammenhang mit  mdglichen
AbstoRungsreaktionen in der Transplantationsmedizin hin. Eine Antikdérperbildung im
ABO- und Rhesus-System kann ferner im Rahmen einer nachfolgenden
Schwangerschaft die Ausbildung eines Morbus haemolyticus neonatorum
beglinstigen (Friedlaender, 1983; Mankin et al., 1983; Muscolo et al., 1987).

Ein weiterer Nachteil besteht in den nicht unbetrachtlichen Kosten von
Knochenbanken fir Spender- und Transplantatuntersuchungen, Empfanger-
screening, MHC-/HLA-Untersuchungen, Asservierungskosten u. a. (Campbell und
Oakeshott, 1995; Stutzle et al., 1991; Tomford und Mankin, 1999; Vilain und
Courtmans, 2000).

Darliber hinaus besteht insbesondere bei ausschlieldlich gefrorenen oder
gefriergetrockneten Produkten ein potentielles Ubertragungsrisiko fir Tumorzellen,
Bakterien, Viren wie HIV, Hepatitis und Cytomegalie (Hernigou et al., 1998) sowie
Prionen (Creutzfeldt-Jacob-Disease) (Campbell et al., 1994; Diseases, 1988;
Hernigou et al., 1998; Mankin et al., 1983; Marx und Carlson, 1993; Mellonig et al.,
1992; Tomford et al., 1981; Veen MR, 1991). Durch chemische, thermische oder
ionisierende Sterilisation kann das Infektionsrisiko zwar minimiert werden,
gleichzeitig mindert dies jedoch die biologischen und biomechanischen

Eigenschaften der Transplantate (Skinner, 1990).
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11.3.3. Hydroxylapatitkeramiken (HA-Keramiken)

Es handelt sich um rein anorganische Knochenersatzmaterialien aus Rinderknochen,
Korallen oder von synthetischer Herkunft. Abhangig von deren Herkunft und der
weiteren Verarbeitung (Sinterung mit Erhitzen auf ca. 1000-1200 °C etc.)
unterscheiden sie sich in ihren physiko-chemischen Eigenschaften wie mechanische
Stabilitat, PorengroRe, KristallitgréRe, Loslichkeit, spezifische Oberflache u. a. Durch
die Keramisierung sind die Praparate bei sachgerechter Herstellung antigenfrei und
ohne infektidses Risiko. Sie kommen kompakt oder spongi6és, als Formkdrper,
Granulat oder Pulver zur Anwendung. Ihr Calcium-Phosphat-Verhéltnis ndhert sich

demjenigen des Knochens von 1,67.

Ihre Biokompatibilitdt wird in der Literatur Gberwiegend als gut beschrieben (Behrens
et al., 2000; Cancian et al., 1999; Daculsi et al., 1988; Daculsi, Passuti et al., 1990;
Guenther et al., 1998; Helber und Ulrich, 2000; Inoue et al., 1997; Mandelkow et al.,
1990; Osborn, 1985; Osborn und Newesely, 1980; Stutzle et al., 1998; Yubao, Klein,
Zhang et al, 1994). Dennoch beobachteten einige Arbeiten negative

Gewebereaktionen wie:

o unspezifische Entzindungsreaktionen (Korkusuz und Uluoglu, 1999;
Lehtinen et al., 1990),

o eine unterschiedlich stark ausgepragte fibrése Abwehrreaktion (Butts et al.,
1989; Chang, R. C. und Kao, 2000; Cullum et al., 1988; Frame et al., 1987;
Klinge et al., 1992; Lehtinen et al., 1990; Liebenddrfer und Tréster, 1997),

e eine eosinophile Knochenmarksdepletion und —fibrosierung (Chang, R. C.
und Kao, 2000; Korkusuz und Uluoglu, 1999; Rdéser et al., 1994)

o sowie lokale Osteonekrosen und -resorptionen (Klinge et al., 1992;
Korkusuz und Uluoglu, 1999).
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Die therapeutische Wirkung von HA-Keramiken besteht vor allem in einer
Osteokonduktion fir das vom Implantatbett aus einwachsende fibrovaskuldre und
osséare Bindegewebe (Cornell und Lane, 1998; Kurioka et al., 1999; Nagashimi et al.,
1995; Tamai et al., 2002). Vorteilhaft ist diesbezlglich ein makroporéses trabekuléres
Gerlst mit gefalddurchgangigen interkonnektierenden Fenestrationen (Kurioka et al.,
1999; Ono, Tateshita et al., 1996), wie sie lange Zeit nur bei Keramiken von

naturlicher Herkunft gefunden wurden (Wahlig et al., 1991).

Eine osteoinduktive Potenz wird den Prdparaten von den meisten Autoren
abgesprochen (Kent et al., 1986; Mc David et al., 1979; Misch und Dietsh, 1993;
Pinholt et al., 1991; Reddi et al., 1987). Einige Untersuchungen zeigten hingegen
insbesondere bei makroporésen Keramiken mit rauer Oberflache eine heterotope

osteoinduktive Knochenneubildung (Gosain et al., 2002; Yuan et al., 1999).

DUAN et al. (2002) erklaren dies mit postoperativ stattfindenden oberflachen-
abhangigen lonenaustausch-, Lésungs- (Ca?*, HPO4%*) und Prazipitationsprozessen,
die zur Ausbildung einer biologischen Hydoxylapatitschicht flihren (Radin et al.,
1998). Letztere beginstigt die Adhasion von Proteinen und Zellen (,Apatit-Protein-
Affinitdt”) und fungiert als Nukleationszentrum fir nachfolgende Mineralisations-
vorgange (,Epitaxie“ bzw. ,struktureller Osteotropismus®) (Daculsi, 1998; Daculsi et
al., 1997; Daculsi et al., 1988; Daculsi, LeGeros et al., 1990; Dielert et al., 1988;
Ducheyne et al., 1992; Ducheyne und Cuckler, 1992; LeGeros, 1993; Osborn und
Newesely, 1980; Richard et al., 1998; Yubao, Klein, Zhang et al., 1994).

NORDSTROM et al. (1999) sowie OHGUSHI et al. (1993) beobachteten in vitro auf
Hydroxylapatit-Implantat-Oberflachen die Differenzierung mesenchymaler Stamm-

und Stromazellen zu Osteoblasten.

Neu gebildeter Knochen geht mit der dynamischen Implantatoberflaiche eine
chemische Verbindung ein (bone bonding) (Tracy und Doremus, 1984), was als
Osteokoaleszenz bzw. nach OSBORN (1985) als Bioaktivitat bezeichnet wird (Hench
et al., 1971; Hench und Wilson, 1984). Neuere Produkte weisen zuséatzlich eine
Oberflachenbeschichtung auf, z. B. Os Satura™ PCH® (Porous Coated HA), um die

knécherne Einheilung der Materialien zusatzlich zu verbessern.
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Hydroxylapatitkeramiken sind im Gegensatz zu Tricalciumphosphat-(TCP-)
Keramiken und nicht keramisierten Hydroxylapatitpraparaten weitestgehend
resorptionsstabil (Bucholz, R. W. et al., 1988; Holmes, R. E. et al., 1987; Klein, C. P.
A. T. et al., 1983; Liebendérfer und Troster, 1997; Vuola et al., 2000). Dies ist auf
kristallographische Verénderungen wéhrend des Sinterungsprozesses
zurickzufihren (Yuasa et al., 2001). Hierbei konglomerieren und verschmelzen die
natdrlichen nadelférmigen Nanohydroxylapatitkristalle (L&nge: 5-20 nm;
Durchmesser: 60 nm) (Robinson und Watson, 1952) zu biphasischen hexagonalen
unléslichen Hydroxylapatittricalciumphosphat-(HA/TCP-)Partikeln von ca. 1-7 um
Durchmesser (Dielert et al., 1988; Osborn, 1985; Jarcho, 1992; LeGeros, 1993;
Yubao, Klein, De Wijn et al., 1994). Als sog. dauerhafte osteoimplantére Verbunde
entziehen sie sich dem osteo-klastaren Remodelling. Wie sich dies auf die
Biomechanik im Implantationsgebiet auswirkt, ist bisher nur unzureichend erforscht
(Guenther et al., 1998).

Inwieweit die Produkte knécherne Heilungsprozesse in vivo beeinflussen, stellt sich
in der Literatur uneinheitlich dar. In einigen Untersuchungen Ubten sie verglichen mit
dem Leerdefekt einen férderlichen Einfluss auf die Knochenheilung aus, ohne die
osteogene Potenz von auto- und allogenen Transplantaten zu erreichen (Guenther et
al., 1998; Holmes, R. E. et al., 1987; Roéser et al., 1994; Schnettler, 1992).

In einer tierexperimentellen Untersuchung von MITTELMEIER et al. (1998) Ubertraf
die Knochenneubildungsrate der bovinen Keramik Pyrost® sogar diejenige des

allogenen Transplantates.

MANDELKOW et al. (1990) stellten dagegen fiir die Praparate Bio-Oss® und Pyrost®

eine im Vergleich zum Leerdefekt verzégerte kndcherne Einheilung fest.
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11.3.3.1. Bovine Hydroxylapatitkeramiken

Diese rein anorganischen Materialien werden aus Rinderknochen durch Pyrolyse
(Warmebehandlung >1000 °C (z. B. Pyrost®) oder ein zweizeitiges thermisches
Verfahren (oxidative Verbrennung/Veraschung) hergestellt (z. B. Endobon®), wobei
die organische Phase denaturiert bzw. extrahiert wird. Durch den weitgehenden
Erhalt der natlrlichen Spongiosa-architektur (Trabekelstarke, Porengréfle und
Interkonnektionen) sind diese Préparate bezuglich ihrer osteokonduktiven
Eigenschaften synthetischen Keramiken tberlegen (Chen et al., 1996; Rueger, 1998;
Wahlig et al., 1991).

Bezlglich Resorptionsfahigkeit nimmt die ammoniakbehandelte entproteinierte
Keramik Bio-Oss® eine Sonderstellung ein. BERGLUNDH und LINDHE (1997),
PIATTELLI et al. (1999), TAYLOR et al. (2002) und ZITZMANN et al. (2001)
schreiben dieser eine langsame osteoklastdre Resorption zu. Dagegen konnten
SCHLEGEL (1996) sowie SCHLEGEL und DONATH (1998) in Untersuchungen von
126 Bio-Oss®-Implantaten (71 Patienten) auch nach sechs Jahren keine resorptiven

Prozesse an knochenfreien Implantatoberflachen beobachten.

Unabhéngig davon kamen JENSEN et al. (1996) zu vergleichbaren Ergebnissen.
Diese beobachteten bei einer achtwéchigen Nachbeobachtungszeit beim Kaninchen
keine Reduktion der Implantatmasse. Ebenso stellten SKOGLUND et al. (1997) die
Resorbierbarkeit von Bio-Oss® in Frage. Eine fehlende Osteoklastenadsorption in
vitro verzeichneten TAYLOR et al. (2002).

MITTELMEIER et al. (1998) belegten in einer vergleichenden tierexperimentellen
Studie fur Pyrost® eine schnellere und quantitativ héhere Knochenneubildung als fur
Endobon® und filhrten dies auf strukturelle Unterschiede der Spongiosa und auf die

Entfernung der freien Calciumreserve bei Endobon® zuriick.
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11.3.3.2. Synthetische Hydroxylapatitkeramiken

Diese werden in der Regel durch Prazipitation und nachfolgende Sinterung bei
1100-1200 °C hergestellt (z. B. Alveograf®, Apagran® Calcitite®, Cerapatite®,

Ceros®, Friabone®, Ossatite®, Periograf®, Synthacer®, Synatite®).

Dabei reorganisieren sich die nadelférmigen Nanokristalle, wie bereits auf Seite 29
besprochen, zu unléslichen Mikrokristallen (1—7 um) (Dielert et al., 1988; Osborn,
1985; Jarcho, 1992; LeGeros, 1993; Yubao, Klein, De Wijn et al., 1994). Durch die
Zugabe von leicht fluchtigen Substanzen (z.B. Naphtalen) wird ein
dreidimensionales Porensystem geschaffen und die osteokonduktiven Fahigkeiten
verbessert (Kurioka et al., 1999).

Wahrend altere synthetische Keramiken durch das Fehlen interkonnektierender
Fenestrationen den naturlichen HA-Keramiken in den osteokonduktiven Fé&higkeiten
nachstanden (Wahlig et al., 1991), verfigen neuere Produkte Uber interkon-
nektierende Fenestrationen, sog. connecting channels (Durchmesser: 40-200 um),

die das Einsprossen von Gefalten erméglichen (Tamai et al., 2002).

Nach KLAWITTER und HUBERT (1991) ist das Einwachsen von Bindegewebe ab
einem Porendurchmesser von funf bis 15 um moglich. Mineralisiertes
Knochengewebe kann sich in Poren von ca. 100 um Durchmesser entwickeln,
wahrend fur die Ausbildung von Osteonen Durchmesser von ca. 200 um benétigt

werden.

KURIOKA et al. (1999) berichten von Knochenbildungen in Poren unter 50 um
Durchmesser. YAMAZAKI (1984) beobachtete auch Knochenwachstum in
Fenestrationen von unter 10 um, wenn diese Anschluss an gréRere Kanéle

(>100 um) hatten.
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11.3.3.3. Koralline Hydroxylapatitkeramiken

Korallen bestehen aus einer organischer Matrix und einem mineralischen Stutzskelett
(Calciumcarbonat in Form von Aragonit), was architektonisch dem humanen
Spongiosagerist stark dhnelt. Insbesondere das Stiutzskelett der Korallengattung
Goniopora weist 600 um durchmessende, parallel orientierte Poren mit
Fenestrationen von 220 bis 260 um Durchmesser auf, welche das Einsprossen von
fibrovaskularem Gewebe und eine nachfolgende knécherne Durchbauung

beglnstigen (Cornell und Lane, 1998; Holmes, R. et al., 1984).

Durch hydrothermale Konversion und Behandlung mit Ammoniumphosphat
entstehen aus dem Calciumcarbonatskelett Hydroxylapatitpraparate (z. B.
ProOsteon®) (Roy und Linnehan, 1974).

Die Kristalle unterscheiden durch eine geringere Kristallgrélle und etwas bessere
Léslichkeit. Die Praparate selbst unterliegen einer geringen osteoklastéren

Resorption und sind mechanisch weniger stabil (LeGeros, 1993).

Kommerziell erhéltliche Knochenersatzmaterialien aus dem unverédnderten korallinen
Mineral Aragonit (z. B. Biocoral®) verfiigen tber eine hohere Resorbierbarkeit bei
guter Biokompatibilitat (Guillemin et al., 1989; Richard et al., 1998).

1.3.4. Hydroxylapatitkeramikkomposite

Injizierbare Hydroxylapatitkeramikkomposite kénnen beispielsweise durch die
Vermengung einer granuldren oder pulverférmigen Keramikkomponente mit
Hydroxypropylmethylcellulose (Daculsi et al., 2000), Kollagen und Chondroitin-4-
Sulfat (Flautre et al., 1996), physiologischer Kochsalzlésung (Li, T. et al., 1995) oder
Gelatine (Heisel, 1987) hergestellt werden.
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11.3.5. Hydroxylapatit-Kollagen-Kombinationen

Diese nicht keramisierten Knochenersatzmaterialien sind von boviner Herkunft (z. B.
Lubboc®/Laddec®, Oxbone®, Surgibone®, Tutodent® Chips/CS Block) oder sind als
sog. biphasische Materialien eine Kombination aus synthetischem Hydroxylapatit und

xenogenem Kollagen (Collapat®, Ossatite® Composite; mit TCP-Zusatz: Collagraft®).

Durch unterschiedliche Herstellungsverfahren werden zelluldare Bestandteile und
Lipide extrahiert und Bakterien, Viren und Prionen deaktiviert. Abhangig vom Grad
der Entmineralisierung unterscheiden sie sich in ihren biomechanischen und bio-
logischen Eigenschaften (formbare Fasern, injizierbare Paste, spongidse Formkd&rper

mit jeweils unterschiedlichem Degradationsverhalten) (Poumarat und Squire, 1993).

Zahlreiche Untersuchungen wiesen gute osteokonduktive Eigenschaften bei guter
Biokompatibilitdt nach (Chappard, Fressonnet et al., 1993; Chappard, Zhioua et al.,
1993; Doherty et al., 1994; Morax et al., 1993; Valentini und Abensur, 1997; Valentini
et al., 2000; Zhao et al., 1999). Auf Grund der erhaltenen Proteinfraktion wird den
Produkten aulerdem eine osteoinduktive Wirkung zugesprochen (Li, X. D. und Hu,
2001). Gleichzeitig besteht damit aber auch die Gefahr einer immunogenen

Entzindungsreaktion.

Diese fand sich in einer vergleichenden tierexperimentellen Untersuchungen mit
Pyrost® (HA-Keramik), natirlichen Korallen, verschiedenen Xenotransplantaten
(Collapat®, Surgibone®, demineralisiertes Surgibone®) und demineralisiertem
Allograft alleinig fiir das xenogene Hydroxylapatitkollagenprodukt Surgibone® (Begley
et al., 1995).

Auf Grund der fehlenden Keramisierung und einem biodegradiblen Kollagenanteil
unterliegen die Produkte einer unterschiedlich ausgepragten Resorption (creeping
substitution). Fur Lubboc®/Laddec® mit einem Kollagengehalt von 26% (+ 1,5)
beobachteten CHAPPARD et al. (1993) am femorokondylaren Bohrlochmodell (& 4,5
mm) des Kaninchens unter Auftreten zweier Arten mehrkerniger Riesenzellen eine

nahezu vollstandige Resorption innerhalb von sechs Monaten.
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Das Ubertragungsrisiko von Krankheitserregern, insbesondere Prionen, wird bei
fachgerechter Auswahl der Spendertiere und Aufbereitung als extrem gering

eingeschatzt, ist aber nicht vollstdndig auszuschlieRen (Wenz et al., 2001).

11.3.6. Zemente

Injizierbare und in situ aushédrtende Substanzen ermdglichen eine formschlissige
Defektauffullung und Er6ffnen vielfaltige mikroinvasive Therapiemdglichkeiten
knécherner Defekte. In den 60-iger Jahren kam Polymethylmethacrylat (PMMA) als

erster Knochenzement zum Einsatz.

Wahrend es in der Gelenkendoprothetik (Palacos®) und als Tragermaterial fiir
Antibiotika (Septopal®) weiterhin zum Einsatz kommt, konnte es sich auf Grund von
allergischen Reaktionen und der Behinderung einer definitiven Frakturheilung durch

dessen Resorptionsstabilitdt als Knochenersatzmaterial nicht etablieren.

Neuere Knochenzemente zeichnen sich durch eine verbesserte Biokompatibiliat und
eine osteoklastare Resorbierbarkeit aus. Die Aushé&rtung der Praparate gewahrleistet
eine Stabilisierung des Implantationsgebietes, wahrend das osteoklastare

Remodeling osteokonduktive Strukturen fir die Knochenneubildung bildet.

Die Frage einer méglichen osteoinduktiven Wirkung ist nicht abschlieRend geklart.
OREFFO et al. (1998) beobachteten an Calciumphosphat-Zement-Oberflachen die
Differenzierung von Osteoprogenitorzellen zu Osteoblasten. Eine heterotope

Knochenneubildung konnte bisher jedoch noch nicht nachgewiesen werden.

Auf Grund grol3er stofflicher Unterschiede werden im Weiteren fiinf Knochenzemente

einzeln vorgestellt.
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11.3.6.1. Biobon® (a-BSM®)

Durch Vermengen einer Pulverphase mit physiologischer Kochsalzlésung entsteht
eine injizierbare Paste, welche bei Kérpertemperatur in einer endothermen Reaktion
innerhalb von ca. 20 Minuten unter Ausbildung von nanokristallinen Calcium-

phosphatapatitkristallen aushartet.

KNAACK et al. (1998) fanden nach femuraler Implantation bei Hunden beziiglich
Biokompatibilitdit und Knochenneubildungsrate &hnliche Ergebnisse wie bei der
Vergleichsgruppe mit autogenem Transplantat. Eine spezifische Entziindungs-
reaktion trat nicht auf. Die Knochenneubildung erfolgte als direkte Ossifikation ohne
knorpelige Zwischenstufe. Durch osteoklastdares Remodeling wurde das Material

innerhalb von ein bis zwei Monaten fast vollstandig resorbiert.
SARKAR et al. (2001) kamen beim Menschen zu vergleichbaren Ergebnissen,

beobachteten jedoch auch nach zwdélfmonatiger Implantation eine nur unvollstandige

Resorption.

11.3.6.2. Cementek®

Dieser synthetische biodegradible Hydroxylapatitzement wird durch Reaktion
zwischen Tri- und Tetracalciumphosphat, Calciumhydroxid und Phosphorsaure
hergestellt. Nach Vermengung einer Pulverkomponente mit einer Lésungsflissigkeit
entsteht eine modellierbare Paste, welche in situ wahrend 15 Minuten aushéartet und

dort eine osteokonduktive Wirkung entfaltet.

11.3.6.3. BoneSource® Classic Hydroxyapatite Cement/BVF

Nach Vermengung einer Pulverphase (73% Tetracalciumphosphat, 27%
Calciumhydrogenphosphat) mit einer Natriummonophosphatlésung entsteht eine
formbare Paste, die innerhalb von fiunf bis zehn Minuten aushértet und sich

nachfolgend in Hydroxylapatit umwandelt.
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11.3.6.4. Calcibon®

Durch Vermengung von pulverférmigen Calcium- und Phosphatsalzen mit einer
Natriumhydrogenphosphatlésung entsteht eine modellierbare Masse, die bei 37 °C in

einer endothermen Reaktion aushértet und Hydroxylapatitkristallen.

11.3.6.5. Norian Skeletal-/-Craniofacial Repair System
(NSRS®/NCRS®)

Durch Vermengung von Monocalciumphosphatmonohydrid (MCPM), a-Tricalcium-
phosphat (TCP) und Calciumcarbonat sowie Zugabe von Sodiumphosphatlésung
bildet sich eine injizierbare Paste, die innerhalb von ca. funf Minuten in einer gering
exothermen Reaktion aushartet. Seine Endfestigkeit erreicht das Produkt nach zwdlf
bis 24 Stunden. Nach zwdlf Stunden besteht es zu 85-95% aus Dahllit (Carbonat-
Hydroxylapatit), welches in geringer Konzentration im menschlichen Knochen

vorkommt und eine geringere Kristallgréf3e als Hydroxylapatit aufweist.

CONSTANZ et al. (1998) untersuchten das Einwachsverhalten nach Implantation in
den diaphysaren Femur bei Kaninchen und stellten eine gute Vertraglichkeit, ohne
Entzindungs- oder Fremdkérperriesenzellen fest. Nach zwei Wochen sdumten

zahlreiche Osteoklasten und —blasten das Interface.

Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen FRANKENBURG et al. (1998), die im
Hundemodell mit Nachbeobachtungszeiten bis 78 Wochen Uber eine fokale
osteoklastére Resorption, Neovaskularisation und die Ausbildung von Havers'schen

Systemen berichten.

CLOKIE et al. (2002) stellten nach zwdlfwdchiger Implantation in kranialen Critical-
Size-Defekten bei Kaninchen histomorphometrisch nur eine geringe Knochen-
neubildung sowie eine Resorptionsstabilitéat fest. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen
auch MORGHADAM et al. (2004), die im Kaninchenmodell nach sechs- bzw.
zwolfwochiger Implantation von Norion CRS® keine Unterstiitzung der kndchernen

Heilung beobachteten.
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Bezuglich Kompressionsfestigkeit und Biegungsstabilitat ermittelten CONSTANZ et
al. (1995, 1998) hoéhere Werte als fur spongiésen menschlichen Knochen.
Tierexperimentelle Pull-Out-Tests von KOPYLOV et al. (2001) wiesen der
Prufsubstanz dagegen eine geringere mechanische Stabilitdt als umgebendem

kortikospongidsem Gewebe zu.

KOPYLOQV et al. (1999) verglichen bei instabiler distaler Radiusfraktur die Therapie
mit NSRS® kombiniert mit einer zweiwdchigen Cast-Stabilisierung versus einer
funfwdchigen Hoffmann-Bar-Behandlung (40 Patienen). Nach siebenwdchiger Nach-
beobachtungszeit erzielte die erste Gruppe bessere klinische Ergebnissen. Nach drei
Monaten bestanden keine funktionellen Unterschiede mehr, wobei sich in beiden
Gruppen eine unzureichende Ruhigstellung mit radiologisch dokumentierter

progressiver Redislokation zeigte.

11.3.7. Ausblick

Uber die Entwicklung von phasenreinem nanokristallinem Hydroxylapatit berichten
KANO et al. (1994), Ll et al. (1994), TAS et al. (2000), YUBAO et al. (1994) u. a.

Das im Handel erhaltliche NanoBone® besteht aus synthetischen, ungesinterten
Hydroxylapatitkristallen, die in eine Kieselgelmatrix (nanoporéses SiO,) eingelagert

sind.

NELSON et al. (2006) fuhrten Oberflachenbehandlungen von nanokristallinem und
amorphem Hydroxylapatit mit einem zelladh&dsivem Peptid (Lysin-Arginin-Serin-
Arginin) durch. Bei Vergleich beider Substanzen mit herkdmmlichem gesintertem
Hydroxylapatit wies entsprechend behandelter nanokristalliner Hydroxylapatit die

h6chste Osteoblastenadhésionsrate auf.
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SETHURAMAN et al. (2007) charakterisierten unterschiedliche ,Niedrig-Temperatur®-
Calciumphosphatzemente aus nanokristallinem Hydroxylapatit anhand verschiedener
biochemischer und genetischer Marker, wie die Produktion von alkalischer
Phosphatase, Osteocalcin, Osteopontin, Typ-I-Kollagen sowie Osteoblasten-

Genexpression in der Zellkultur.

Untersuchungen zu Zementen aus nanokristallinem Hydroxylapatit mit
unterschiedlichem Calcium-Phospat-Verhéltnis und dessen Einfluss auf das
Lésungsverhalten finden sich bei LILLEY et al. (2005).

WEI, G. und MA, X. P. (2004, 2006) stellten ein mit nanokristallinem Hydroxylapatit
beschichtetes Polymergerist aus Poly-L-Milchsaure (Porositat >90%) her. In vivo

Untersuchungen hierzu stehen noch aus.

DU et al. (1988, 1999) fiuhrten elektronenmikroskopische und histologische
Untersuchungen eines nanokristallinen Hydroxylapatit-Kollagen-Komposits, besetzt

mit osteogenetischen Zellen, durch.

KIM, H. W. et al. (2007) stellten Microspharen aus Kollagen und nanokristallinem
Hydroxylapatit her. Gegenuber der Kontrollgruppe (reines Kollagengerust) beobach-
teten sie in vitro eine erhdhte Produktion von knochenassoziierten Genen und

alkalischer Phosphatase nach Adhasion von Knochenmarkstammzellen.

Transmissionselektronenmikroskopische und infrarotspektrographische Analysen von
polyethylenglykolbeschichtetem Nanohydroxylapatit finden sich bei LI et. al. (1994).
Ein injizierbares Knochenersatzmaterial aus Nanohydroxylapatit und Polyamid
entwickelten WEI, S. et al. (2003) sowie ZHENG et al. (2004). Arbeiten zu
Kompositen aus Nanohyroxylapatit und Polyhexamethylenadipamid fihrten WANG,
X. et al. (2002) durch.

Oberflachenbehandlung von Calciumphosphatkeramiken flihrten LABELLA et al.
(1994) sowie NISHIZAWA et al. (1995) durch.
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11.4. Osteomyelitis und Ostitis

1.4.1. Klassifikation, Erregerspektrum

Das erste und bis heute gebrauchlichste Klassifikationssystem fiir Osteomeylitiden
stellten WALDVOGEL et al. (1979) vor, welche nach &tiologischen Gesichtpunkten

folgende drei Entitdten unterschieden:

o primar hamatogen,
o sekundar, als fortgeleitete Infektion und

. bei vaskularer Insuffizienz.

Eine hédmatogene Osteomyelitis tritt meist bei Kindern in den Metaphysen langer
Réhrenknochen (Tibia, Femur), seltener in den Wirbelkérpern Erwachsener auf.
Kausale Erreger im Neonatalalter sind meist Staphylococcus aureus oder
Streptokokken der Gruppe B (Nelson, J., 1990). Bei Kleinkindern treten
koagulasenegative Staphylokokken (Staphylococcus epidermidis u. a.), verschiedene

Streptokokken und Haemophilus influenzae hinzu.

Die meisten Falle einer vertebralen hAmatogenen Osteomyelitis bei dlteren Patienten
sind auf gramnegative Stdmme und nur selten auf Staphylocccus aureus

zurlckzufiihren.

Eine Beteiligung von Pseudomonas aeruginosa ist bei Patienten mit intravenésem

Drogenabusus zu beobachten (Waldvogel et al., 1970a, b, c, d).

Sekunddre Knocheninfektionen im Rahmen von Operationen, Frakturen oder
angrenzenden Infektionen sind in ca. zwei Drittel der Félle durch Staphylococcus
aureus verursacht, gefolgt von Pseudomonas spp. (insbesondere bei plantaren
Verletzungen, intravendsem Drogenabusus, Hamodialyse) und Enterobacteriaceae.
Gramnegative Bakterien sind in ca. einem Drittel der Félle die Ursache (Haas und
McAndrew, 1996; Mackowiack et al., 1978; Perry et al., 1991).
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Koagulasenegative Staphylokokken (insbesondere Staphylococcus epidermidis) sind
fur die Mehrheit der implantatassoziierten Osteomyelititden und fir ca. 90% der Pin-
Tract-Infections bei externer Fixation verantwortlich (Quie und Belani, 1987; Mahan,
1991).

Bei Dekubitus, Bissverletzungen und Infektionen der Mandibula treten regelmafig
anaerobe Erreger, wie beispielsweise Peptostreptococcus spp., Clostridium spp. und
Bacteroides spp. auf (Norden, 1985; Waldvogel et al., 1970a, b, ¢, d). Daneben
finden sich verschiedene Streptokokken, Propionibacterium acnes, verschiedene
Mykobacterien, Salmonellen (insbesondere bei homozygoter Sichelzellandmie) und

Neisseria gonorrhoe.

Bei vaskularer Insuffizienz, zum Beispiel im Rahmen einer diabetischen Mikro- und
Makrovaskulopathie oder pAVK, finden sich meist aerob-anaerobe Mischkulturen mit
Staphylococcus aureus und verschiedenen grampositiven und gramnegativen,
aereoben und anaeroben Bakterien; im Einzelnen insbesondere Staphylococcus
epidermidis, Enterokokken, Streptokokken, Clostridium spp., Corynebacterium spp.
u. a. (Norden, 1985; Wheat et al., 1986).

1.4.2. Behandlungsstrategien —

Einsatz von Antibiotikatragersystemen

Eine akute hamatogene Osteomyelitis ohne Abszessbildung kann nach NELSON
(1990) und TETZLOFF et al. (1978) durch eine alleinige antimikrobielle Therapie
behandelt werden. Chronische Osteomyelitiden (>6 Monate dauernd (Weiland,
Moore et al., 1984)) treten meist posttraumatisch oder als Komplikation einer
hamatogenen Infektion auf und erfordern in der Regel zusatzliche chirurgische

Malnahmen.

Durch eine infektionsbebingte Hyperperfusion kann es zu einer medullarer
Drucksteigerung und Ausbildung von Gewebeinfarkten und Nekrosen kommen
(Norden, 1985). Diese avitalen Knochensequester (,Totenlade®) sind weder fir die

kdrpereigene Immunabwehr noch flr systemisch applizierte Antibiotika zugénglich
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und bilden vergleichbar mit synthetischen Oberflachen einen idealen Nahrboden fur
eine bakterielle Besiedelung. Eine chirurgische Intervention mit Nekrosektomie und
Debridement, Obliteration von Totrdumen, Weichteildeckung und Stabilisierung
sowie Entfernung von eventuell vorhandenem Fremdmaterial ist deshalb die

entscheidende Therapiemalinahme bei chronischen Osteomyelitiden.

Eine definitive Infektsanierung kann nur durch eine begleitende antimikrobielle
Behandlung erreicht werden. Auf Grund der oben beschriebenen Durchblutungs-
stérungen und zuséatzlicher bakterieller Pathomechanismen, wie die Produktion von
Biofilmen (Alam et al., 1990), intrazellularem Hiding, Selektion u. a. (Ciampolini und
Harding, 2000) sind systemtherapeutisch relativ hohe Serumspiegel notwendig, um

effektive ossare Wirkstoffkonzentrationen zu erreichen.

Traditionelle Empfehlungen fir eine systemische Therapie bestehen aus vier- bis
sechswochigen antibiotischen Behandlungen (Mader et al., 1996; Waldvogel et al.,
1970a, b, c, d), ggf. unterstitzt durch eine hyperbare Sauerstoffbehandlung zur
Verbesserung der koérpereigenen Abwehr (oxidative burst in Granulozyten) und

Wachstumshemmung anaerober Bakterien.

Um die Nebenwirkungsrate bei langdauernder und hochdosierter systemischer
antibiotischer Therapie zu reduzieren und die Wirkstoffspiegel in Infektionsgebiet zu
erhdhen, verfolgte man schon friih das Konzept der lokalen Antibiotikaapplikation.
Zunéchst wurden Blut und Gips als Tragermaterialien eingesetzt. 1970 verwendeten
BUCHOLZ und ENGELBRECHT den in der Huftendoprothetik eingesetzten
Knochenzement Polymethylmethacrylat (PMMA) Palacos® als Tragersubstanz fiir
verschiedene Antibiotika und erzielten damit eine deutliche Reduktion der

postoperativen Infektionsrate (Bucholz, H. W. und Engelbrecht, 1970).

Heute stellt die lokale Applikation von Antibiotika zusammen mit einer chirurgischen
Herdsanierung die zentrale Behandlungsstrategie bei chronischen

Knocheninfektionen dar.
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11.4.3. Biomaterialien als Antibiotikatrager in der

Osteomyelitistherapie

Als Tragermaterialen stehen wuns heute verschiedene biodegradible oder
resorptionsstabile, natlrliche oder synthetische Stoffe zur Verfligung. Um
Zweiteingriffe zur Materialentfernung zu vermeiden, konzentrieren sich die
Forschungsbemihungen auf die Entwicklung von resorbierbaren Wirkstoff-

trégermaterialien.

Die Freisetzungskinetik der Tragersysteme ist neben dem Tragermaterial
(spezifische Oberflache, Porositat, Bindungsstellen, Resorptionsverhalten etc.) und
den physiko-chemischen Eigenschaften des Antibiotikums (L&slichkeit, thermische
Stabilitat, Interaktion mit dem Tragermaterial etc.) nicht unerheblich von den
Bedingungen im Implantationsgebiet (bindegewebige Abkapselung der Implantate
(Anderson, J. M. et al., 1981), Durchblutung, pH-Wert u. a.) abhéngig (Wahlig und
Dingeldein, 1987). Zusammenfassend stellt dies die folgende Abbildung dar.

IMPLANTAT ANTIOBIOTIKUM

« Antibiotika-Aufnahmekapazitét s Loslichkeit
e Antibiotika-Freisetzungskinetik * Thermostabilitat
« Oberflache ¢ Wirkverlust unter

. Anaerobie
* Dichte
* Abbaukinetik
* Biokompatibilitat

LOKALE ANTIMIKROBIELLE
WIRKUNG

1]

IMPLANTATBETT

« Gewebeeigenschaften (Wasseranteil,
Stoffwechselaktivitat)

» Durchblutung

» Diffusionsbarrieren (Nekrosen, bindegewebige
Membranen, Biofilme)

Abbildung 3: Einflussfaktoren auf die In-vivo-Pharmakokinetik von lokal applizierten
Antibiotikatrdgersystemen. Quelle: Eigener Entwurf.
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11.4.3.1. Handelsiibliche Prédparate

Polymethylmethacrylat

Wie bereits beschrieben verwendeten Bucholz und Engelbrecht 1970 den in der
Huftendoprothetik eingesetzten Knochenzement Polymethylmethacrylat (Palacos®)
als Tragersubstanz fir verschiedene Antibiotika (Bucholz, H. W. und Engelbrecht,
1970). 1979 entwickelte Klemm Gentamycinbeladene PMMA-Kugeln und —Ketten,
womit er sowohl die Freisetzungskinetik als auch die Handhabung des von Bucholz
und Engelbrecht entwickelten Zementes verbesserte (Klemm, 1979a). Bis heute
finden Gentamycinbeladene PMMA-Ketten (Septopal®) breite klinische Anwendung

in der Prophylaxe und Behandlung von Knochen- und Weichteilinfektionen.

Die Freisetzungskinetik verlduft charakteristischer Weise exponentiell mit einem
initialen, Stunden bis wenige Tage andauernden moderaten Burst (ca. 5% der
Antibiotikumgesamtmenge in 24 Stunden) (Nelson, C. et al., 1994; Wahlig, 1980) und
einer anschlieenden, Monate bis Jahre dauernden basalen Abgabe (Adams et al.,
Nov 1992; Mader et al., 1997; Salvati et al., 1986; Wahlig et al., 1978b, 1979).

Zahlreiche Autoren berichten (Uber gute Kklinische Ergebnisse in der
Osteomyelitistherapie mit kombinierter systemischer und lokaler (Septopal®)
Antibiotikumtherapie nach vorangegangener Nekrosektomie (Calhoun et al., 1994;
Fen, 1980; Vecsei und Barquet, 1981; Walenkamp und van Rens, 1982). In einer
klinischen Studie mit 100 Patienten konnten WALENKAMP et al. (1998) auf eine
systemische Therapie teilweise sogar verzichten.

Bezlglich der Biokompatibilitdt beobachteten BONK und FRIEDEN (1979) sechs
Wochen postoperativ eine bindegewebige Abkapselung mit Fremdk&érperriesenzellen

und neutrophilen Granulozyten.

Eine perkutane oder operative Entfernung der resorptionsstabilen Ketten ist auf
Grund einer mdglichen bakteriellen Besiedelung und Reinfektion (Neut et al., 2001)
sowie Resistenzentwicklung bei obig beschriebener langjahriger

Antibiotikumfreisetzung stets anzustreben (Kendall et al., 1996; Neut et al., 2001; van
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de Belt, Neut, Schenk et al., 2000; van de Belt, Neut, Uges et al., 2000; von Eiff et
al., 1997). Die hierbei entstehenden Hohlrdume erfordern aus biomechanischen
Grinden und zum Schutz vor Reinfektionen gegebenenfalls den Einsatz von

Knochentransplantaten oder —ersatzmaterialen.

Kollagen

Bovines Kollagen findet nach unterschiedlichen  Herstellungsverfahren
(Lyophilisierung, = Gammabestrahlung,  Ethylenoxid-/Formalinbehandlung) als
Kollagenvlies  (z.B.  Sulmycin® Implant-Schwamm,  Gentacoll®,  Lyostypt®,
Hamostagen®) oder strukturiertes Kollagen mit erhaltener Spongiosaarchitektur (z. B.

Osteovit®) klinische Anwendung als Antibiotkatrégermaterial.

Die Produkte zeichnen sich neben einer blutstillenden (hdmostyptischen) (Beachey
et al.,, 1979; Staniszewska-Kus, 1985; Wang, Y. S. et al., 2001) und einer wund-
heilungsférdernden Wirkung (Doillon, 1988; Lorenzetti et al., 1973; Nagelschmidt und
Struck, 1978) vor allem durch ihre Resorbierbarkeit aus, die eine operative
Entfernung tberflissig macht. Wahrend ihr Einsatz bei Weichteilinfektionen unstrittig
ist, wird die Indikation fur die Therapie von Osteomyelitiden auf Grund der kirzeren
Wirkstofffreisetzung im Vergleich zu PMMA-Produkten und beobachteten erhéhten

Reinfektionsraten kontrovers diskutiert (Letsch et al., 1993).

Angaben uber die vollstdndige Resorptionsdauer variieren zwischen einigen Tagen
bis wenigen Wochen (Etherington et al., 1979; Quteish et al., 1990; Riegels-Nielsen
et al., 1986; von Hasselbach, 1989). Eine Ubertragung der Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit ist bei ordnungsgeméafler Behandlung als extrem gering einzuschétzen,

jedoch nicht véllig auszuschlielden.

In-vitro-Elutionsuntersuchungen berichten Ubereinstimmend von initial hohen und, im
Vergleich zu PMMA-Ketten, schneller abfallenden Wirkstoffspiegeln. In
Untersuchungen von SORENSEN et al. (1990) setzte ein gentamycinbeladener
Kollagenschwamm innerhalb von 1,5 Stunden 95% des gebundenen Wirkstoffs, im

Vergleich zu 8% bei Septopal® frei.
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Bei WACHOL-DREWEK et al. (1996) gaben der Kollagenschwamm Lyostypt® sowie
strukturiertes Kollagen aus demineralisierter Spongiosa (Osteovit®) die Antibiotika
innerhalb von ein bis zwei Tagen (Clindamycin, Vancomycin, Cefotaxim) bzw. drei
bis vier Tagen (Gentamycinsulfat) vollstdndig ab. Zu vergleichbaren Ergebnissen
kamen GRZYBOWSKI et al. (1997) und WERNET et al. (1992).

Fur Gentamycinsulfat zeigte BECKER et al. (1994) eine wirksame Freisetzung fir die
Dauer von sieben Tagen, WAHLIG UND DINGELDEIN (1988) erreichten mit

schwerléslichem Gentamycinsalz eine effektive Freisetzung tiber zehn Tage.

Tierexperimentelle Studien kommen zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen mit
wirksamen lokalen Gewebekonzentrationen zwischen 18 Stunden und 28 Tagen
(Humphrey et al., 1998; Riegels-Nielsen et al., 1995; Wahlig und Dingeldein, 1988).

Uneinheitlich stellt sich auch die Datenlage in klinischen Studien dar. Gute klinische
Ergebnisse erzielten unabhangig voneinander IPSEN et al. (1991) und WERNET et
al. (1992). VON HASSELBACH (1989) beobachtete dagegen bei 58 adjuvant
behandelten Osteomyelitispatienten mit einem Gentamycinbeladenen Kollagen-

schwamm bei 19 Studienteilnehmern Rezidive innerhalb des ersten Jahres.

Eine erhoffte osteoinduktive Wirkung erwies sich bisher in zahlreichen Versuchen als

sehr gering bzw. nicht vorhanden (Wernet et al., 1992).

Calciumsulfat

Durch Erhitzen von Gips (Calciumsulfatdihydrat) auf 120 bis 180 °C entsteht durch
Reduktion des Wasseranteils der sog. gebrannte Gips, Calciumsulfathemihydrat. Bei
Vermengung mit Wasser bildet sich in einer exothermen Reaktion (Temperaturen
zwischen 33 und 50 °C) Calciumsulfatdihydrat mit kristalliner Struktur aus. Dieses
synthetische und binnen Wochen bis Monaten vollstdndig resorbierbare
Knochenersatzmaterial mit osteokonduktiver Wirkung (Jamali et al.,, 2002;
Petruskevicius, 2002; Kelly, 2001) kam beim Menschen erstmals 1894 als sog.
Knochenplombe zur Fullung gréRerer Knochendefekte zum Einsatz (Dreesmann,
1892).
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Heute finden Calciumsulfathemihydratpellets (Osteoset®) und -formkérper (Cem-
Ostetic®), sowie Calciumsulfat mit 5%-igem Tobramycingehalt (Osteoset-T®)

klinische Anwendung.

Die Eigenschaften von Calciumsulfat héngen neben GréRe, Oberflache und
chemischer Verbindung in besonderem Malde von dessen Dichte bzw. Porositét ab,
welche durch den Wassergehalt der Préparate in gewissen Grenzen gesteuert
werden kann. Biokompatibilitdt, osteogene Potenz und pharmakokinetische
Eigenschaften kénnen deshalb zwischen den verschiedenen Materialformen
erheblich variieren. Entsprechend stellen sich die Untersuchungsergebnisse

uneinheitlich dar.

Tierexperimentelle Studien von ELKIN und JONES (1988) und HADJIPAVLOU et al.
(2000, 2001) beobachteten bei Gips eine gleichwertige Knochenneubildungsrate wie
bei autogenen Knochentransplantaten. Ebenfalls gute Ergebnisse ermittelten KELLY
et al. (2001), MIRZAYAN et al. (2001) und TURNER et al. (2001).
PETRUSKEVICIUS et al. (2001, 2002) schrieben Osteoset® einen moderaten bzw.

keinen Effekt auf die Knochenneubildung zu.

CLOKIE et al. (2002) beobachteten bei kranialen Critical-Size-Defekten an
Kaninchen mit Calciumsulfat alleinig die Ausbildung von fiborésem Narbengewebe,
wahrend mit demineralisierter Knochenmatrix eine nahezu vollstandige kndcherne
Defektdurchbauung (95,5%) erreicht wurde.

Uber ausgepréagte Entziindungsreaktionen in drei von 19 klinischen Anwendungen
berichten ROBINSON et al. (1999). Ursachlich vermuten die Autoren die hohen

Calciumkonzentrationen infolge der Implantatauflésung.

PerOssal®

Hierbei handelt es sich um ein Komposit, bestehend aus dem in der vorliegenden
Arbeit untersuchten nanokristallinen Hydroxylapatit Ostim® und Calciumphosphat. Es
weist eine spezifische Oberflache von 106 m%g auf und kann mit unterschiedlichen
Antibiotikaldsungen vermengt werden. 2003 erhielt es die Europazulassung als

antibiotikumbeladenes Knochenersatzmaterial.
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ENGLERT et al. (2007) wiesen fir Vancomycin und Gentamycin eine Freisetzung
Uber zehn Tage in vitro nach, die gegen die meisten kausalen Erreger von
Knocheninfektionen wirksam war. RAUSCHMANN et al. (2005) verglichen PerOssal®
mit reinem Calciumphosphat ebenfalls in Verbindung mit Gentamycin und
Vancomycin in vitro und stellten fir PerOssal® eine hohere initiale und nach finf
Tagen geringere Freisetzung fest. Nach zehn Tagen hatte es 94,7% des

Gentamycins und 96,3% des Vancomycins freigesetzt.

11.4.3.2. Ausblick

Nanokristalliner Hydroxylapatit

KANO et al. (1994) berichten Uber aminoglykosidbeladenen, nanokristallinen
Hydroxylapatit (40x15x10 nm) mit einer spezifischen Oberflache von 100 m%g und

einer Aminoglykosidadsorption von 0,2 mg/mg.

ZOU et al. (2009) untersuchen ein Knochenzement aus nanokristallinem

Hyddroxylapatit und Chitosan sowie Berberin als antibiotisch wirksame Substanz.

Biodegradible synthetische Polymere

Die bekanntesten Verbindungen dieser Gruppe sind Polylaktatpolyglykol-
verbindungen und polymerisiertes Dilaktat. Neuere Arbeiten untersuchten
Polyhydroxybutyratcohydroxyvalerat (Yagmurlu et al.,, 1999), Polydimethylsiloxan
(PDMS) (Dash und Suryanarayanan, 1992), Fettsduredimersebacinsaure (Nelson, C.
L. et al, 1997), Polyanhydridpolymere (Laurencin et al, 1993) und
Aminopolysaccharide (Aimin et al., 1999).

Auf Grund grofRer stofflicher Unterschiede variiert die Dauer der tierexperimentell
ermittelten wirksamen Gewebekonzentrationen zwischen funf und 350 Tagen (s. a.
Tabelle 10; Seite 206).
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Von nicht zu unterschatzender Bedeutung ist dabei die histologische Reaktion des
Implantatbettes, welche im Falle einer bindegewebigen Abkapselung zu einer
verzdgerten Abgabe der Wirkstoffe an die Umgebung fluhren kann. Eine
bindegewebige Umscheidung ist fir Siliconelastomer- (Anderson, J. M. et al., 1981)
und Polymilchsdurepréaparate (Schmidt et al., 1995) sowie Milchsdureoligomer plus

Dideoxykanamycin (Wei, G. et al., 1991) beschrieben.

Antibiotikabeladene Hydroxylapatitkeramiken

Experimentelle Arbeiten zu antibiotikabeladenen Hydroxylapatitkeramiken finden sich
unter anderem bei KORKUSUZ et al. (1993) sowie SHIRTLIFF et al. (2002).

Knochentransplantate

In-vitro-Untersuchungen von WINKLER et al. (2000) zur Pharmakokinetik von
humanen und bovinen antibiotikabeladenen Knochentransplantaten legten fir
Vancomycin und Tobramycin ausreichend hohe und lange Wirkstoffspiegel fur die
Behandlung von osséren Infektionen dar. Zu vergleichbaren Ergebnissen kommen
HERNIGLU et al. (1991) und McLAREN&MINIACI (1986).

Dagegen bestimmten MICLAU et al. (1993) die In-vitro-Freisetzungskinetik
tobramycinbeladener Knochentransplantate bzw. PMMA-Kugeln mit 24-Stunden-
Abgaberaten von 70% bzw. 6,7% und hielten eine prolongiertere Feisetzung bei

Knochentransplantaten fir wiinschenswert.

Fur Gentamycinbeladene Xenotransplantate ermittelten LI und HU (2001)
tierexperimentell wirksame Gewebekonzentration fir mindestens zehn Tage. SEBER

et al. (1998) erzielten hiermit in einer klinischen Studie ebenfalls gute Erfolge.

Daruber hinaus finden sich zahlreiche Arbeiten Uber verschiedenste Komposite,
insbesondere mit Hydroxylapatit, sowie die Entwicklung von antibiotikumbeladenen
Mikrospharen, deren Auflistung und Abhandlung den Rahmen dieser Arbeit sprengen

wirde.
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lll. MATERIAL UND METHODEN

lll.1. Versuchstiere

Der tierexperimentelle Versuchsteil wurde durch die zertifizierte Firma Coripharm,
Dieburg, nach den Richtlinien der ISO Norm 10993 geplant und unter der laufenden

Nummer 14-53/00 beim Thiringer Landesverwaltungsamt registriert.

Die Unterbringung von 26 weiblichen Weilden Neuseeldnderkaninchen (Alter: 9-12
Monate, OP-Gewicht: 3124,42 g; SD: 266,01 g; Kleintierzucht Ronald Krieg, 06255
Niederwlinsch) erfolgte eine Woche praoperatv in ca. 1m? groRen
Holzspaneinstreulaufstallen in  Zweiergruppen.  Kaninchentrockenmischfutter
(Ringkanin; Universal-Alleinfuttermittel; Fa. Raiffeisen), Heu und Wasser standen
Uber den gesamten Versuchszeitraum ad libitum zur Verfigung. Durch die Zugabe
von Toltrazuril zum Trinkwasser (20 mg/kg KG; Baycox®; Fa. Bayer) fand eine
prophylaktische Behandlung gegen Kokzidien statt. Eine fortlaufende Nummerierung

ermdglichte die zufallige Gruppenauswahl.
lll.2. Ostim®

Ostim® ist nanokristalliner, phasenreiner Hydroxylapatit in wéssriger Suspension und
kommt als 35%-ige injizierbare, sterile Paste zur Anwendung. Es ist seit Februar
2002 als Medizinprodukt der Klasse Il nach der EG-Richtlinie tber Medizinprodukte
93/42/[EWG, Anhang Il, inklusiv der DIN EN 46001:1996 fir den gesamten
Europdischen Wirtschaftsraum zugelassen und wird in der chirurgischer
Traumatologie, Orthopadie, Kieferchirurgie und Zahnheilkunde angewendet. Die
nadelférmigen Kristalle sind ca. 100 nm lang, 20 nm breit und ca. 3 nm hoch, weisen
ein Ca?*/PO4*-Verhaltnis von 1,67 (1,62-1,73) auf und ahneln damit den natirlichen
Hydroxylapatitkristallen des menschlichen Knochens (Osborn, 1985; Robinson und
Watson, 1952; Santos et al., 1992).

Durch den feinkristallinen Charakter besitzt Ostim® eine spezifische Oberflache von
106 m2/g (nach BET (Brunauer-Emmett-Teller-Isotherme)) (Dreher, 2001). Zum
Vergleich verfigen Hydroxylapatitkeramiken Uber spezifische Oberflaichen zwischen
0,1 m%g (Joschek et al., 2000) und 0,04-0,07 m?/g (Kurioka et al., 1999).
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Ostim® ist gut 16slich (Loslichkeitspotential: 2,6 mg HA/100 g H»0). Suspendiert in
entionisiertem Wasser gibt es insbesondere Ca?*- und PO4*-lonen ab. Die
Sterilisation des Praparates erfolgt durch Gammabestrahlung.

Im Einzelnen wurden folgende Materialien getestet:

Tabelle 1: Implantationsmaterialien

Nachfolaend Anteil Anteil Anteil

Ostim®-Paste bezeichnzt als: Hydroxyl- Clindamycin- VE-
: apatit hydrochlorid Wasser

Ostim®35 Ostim® 35% - 65%

Ostim® 35 mit 10%-iger . @ o . o
Clindamycinaktivitat: Ostim™ plus 10 35% 11.4% 53,6%

Ostim® 35 mit 20%-iger . ® o . o
Clindamycinaktivitat Ostim™ plus 20 35% 22,7% 42,3%

. ® . 0/ i
Ostim '35 mit 25%-iger | giye s 25 35% 28,4% 36,6%
Clindamycinaktivitat

I11.3. Clindamycin

Clindamycin ist ein Antibiotikum, das auf Grund seiner guten Wirkung gegen
osteomyelitisrelevante Erreger (Staphylococcus aureus, verschiedene Strepto-
kokken, Enterokokken, Enterobacteriacae, Anaerobier u. a.) in Verbindung mit einer
guten bis sehr guten Knochengangigkeit eine bedeutende Rolle in der Behandlung
von Osteomyelitis erlangt hat (Feigin et al., 1971; Kaplan et al., 1982; Mader et al.,
1999; Schneider und Visconti, 1977). Weitere Indikationsgebiete stellen Infektionen
durch Anaerobier und aerob-anaerobe Mischfloren dar (Dhawan und Thadepalli,
1982).
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l11.3.1. Herkunft, Struktur und physiko-chemische

Eigenschaften

Clindamycin bildet zusammen mit Lincomycin die Gruppe der Lincosamidantibiotika,
(Naumann, 1985). Letzteres entstand 1962 durch Isolation aus dem Kulturfiltrat von
Streptomyces lincolnensis. Durch Austausch einer Hydroxylgruppe gegen ein
Chloratom gelang es, die Vertraglichkeit und die antibakterielle Wirksamkeit zu
verbessern. Es entstand Clindamycin (7-Chlor-7-Desoxylincomycin), das seit 1968 in
Deutschland im Handel ist (Magerlein et al., 1966). Die Wirkform stellt die freie, gut

wasserldsliche Base dar. Im pH-Bereich von 2-9 ist diese in wéssriger Lésung stabil.

111.3.2. Wirkmechanismen

Clindamycin  bindet reversibel an die 50S-Untereinheiten der 70S-
Bakterienribosomen und blockiert die Peptidyltransferase (Chang, F. N. et al., 1966;
Griffith L. J., 1965; Naumann, 1985). Die Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese

fuhrt zu einer Bakteriostase.

Aus systemtherapeutischer Sichtweise unterscheidet CRAIG (1993, 1998, 2001)
zwischen  konzentrationsabhdngig  wirkenden  Antibiotika  (Aminoglykoside,
Fluoroquinolone) und zeitabh&ngig wirkenden Substanzen (Clindamycin, Penicilline,
Cephalosporine, Aztreonam, Carbapenem, Makrolide). Wahrend eine Maximierung
der Wirkstoffspiegel in der ersten Gruppe mit einer erhéhten Bakterizidie einhergeht,
fuhrte dies bei der zweiten Gruppe zu keiner oder einer nur geringen

Wirkungsverstarkung.

In weitestgehender Ubereinstimmung mit CRAIG, W. A. (1998) erweiterte LEVISON
(2000) diese Einteilung um eine Gruppe von Antibiotika mit ,vorwiegend
bakteriostatischer Wirkung“, in die er, neben Makroliden und Tetracyklinen,

Clindamycin einordnete.

Zahlreiche Untersuchungen wiesen fir Clindamycin eine bakterizide Wirkung in

systemtherapeutisch erreichbaren Konzentrationen nach.
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Durch deletare Stoffwechseldefekte wirkt es hier bakterizid gegen:

Oxacillinsensible und -resistente Staphylococcus aureus Stamme
(Lemmen et al., 1993)

schleimproduzierende und nicht schleimproduzierende Staphylococcus
epidermidis Stdmme (Lemmen et al., 1993; Dingeldein, 1987)
Streptococcus pneumoniae (Klepser et al., 1997)

Streptococcus pyogenes (Dan et al., 1997)

Bacteroides fragilis (Klepser et al., 1997; Kowalsky et al., 1990)
Clostridium perfringens (Baxter et al., 1990; Pharmacia&Upjohn, 1996;
Traub, 1990; Dingeldein, 1987)

Im subinhibitorischen Bereich verfligt es unabhangig von einer Reduktion der

Bakterienzahl tber folgende Wirkmechanismen:

Reduktion der Glycokalyxproduktion von Staphylococcus aureus
(Mayberry-Carson et al., 1986), Staphylococcus epidermidis (Gismondo et
al.,, 1990), Streptococcus viridans (Dall et al., 1990), Pseudomnas
aeruginosa (Ichimiya et al., 1994) und Bacteroides spp. (Veringa et al.,
1989).

Adhasionshemmung von Staphylococcus aureus an Knochenoberflachen
(Doran und Rissing, 1983; Mayberry-Carson et al., 1986) sowie bei
Staphylococcus epidermidis an kunstlichen Oberflachen (Khardori et al.,
1991).

Minimierung bakterieller Toxinproduktion bei:

o Staphylococcus aureus: Alpha Toxin (Ohlsen et al., 1998), Exfoliative-
(Shibl, 1981) und Toxic-Shock-Syndrom-Toxin (van Langevelde et al.,
1997)

o Escherichia coli: Shiga-like Toxin (Murakami et al., 2000)

o Clostridium perfringens: Alpha Toxin (Stevens et al., 1987)

Die Einflussnahme auf das kérpereigene Immunsystem stellt sich in der Literatur

strittig dar. Zahlreiche Untersuchungen zeigen eine Beschleunigung der PMNL-

(Polymorph-Nuclear-Leucozytes-)vermittelten Phagozytose in vitro und in vivo
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(Skoutelis et al., 1993); des Weiteren eine Potenzierung der komplement- und
PMNL-abhangigen Opsonisierung von Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes und Bacteroides spp. (Faden et al., 1983; Gemmell, 1984; Mascellino et
al., 1989; Milatovic et al., 1983; Veringa et al., 1989).

NOESS et al. (1989) konnten dagegen keinen férderlichen Einfluss auf die
Phagozytose feststellen. SANTOS et al. (1992) und SCEVOLA et al. (1986)
berichten von einer Verbesserung der Leukotaxis in Konzentrationen zwischen 1 und

5 pg/ml und einer Hemmung derselbigen bei 10 pg/ml.

Die Wirkung gegen intraphagosomale Erreger stuften zahlreiche Autoren als
bakterizid (Astry et al.,, 1987; Burgaleta et al., 1992; Jacobs und Wilson, 1983;
Klempner und Styrt, 1981; Saito et al., 1985), andere als bakteriostatisch (Anderson,
R. et al., 1986), inaktiv (Hand und King-Thompson, 1986; Yancey et al., 1991) bzw.

zellytisch (Easmon und Crane, 1984) ein.

111.3.3. Wirkungsspektrum

Erreger gelten gegeniber einem bestimmten Antibiotikum als resistent, wenn die zur
Wachstumshemmung oder Abtétung notwendige Wirkstoffkonzentration héher ist als
die in vivo realisierbare (DIN 58940). Unter systemtherapeutischen Bedingungen
liegt diese Resistenzgrenze fir Clindamycin bei 4 ug/ml. Bisherige Wirkspektren
basierten auf einer systemischen Wirkstoffgabe. Bei lokaler Applikation von
Antibiotika kénnen jedoch sehr viel hoéhere Gewebekonzentrationen im
Infektionsgebiet erzielt werden, sodass sich das Keimspektrum der jeweiligen Stoffe
deutlich erweitert (s. a. Ergebnisse - ,Lokale Clindamycinkonzentrationen®, Seite 129

und Diskussion - ,Clindamycingewebekonzentrationen®, Seite 157)

In der nachfolgenden Tabelle sind die minimalen Hemmstoffkonzentrationen sowie
die minimalen bakteriziden Konzentration von Clindamycin fur die wichtigsten
Erreger aufgefihrt. In Zusammenschau mit den erzielten lokalen Wirkstoff-
konzentrationen ergibt sich hieraus das Wirkungsspektrum von Implantations-

systemen.
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Tabelle 2: Antibakterielle Wirksamkeit von Clindamycin. Minimale Hemm- und —bakterizide
Konzentrationen (MHK/MBK) fiir planktonisch vorliegende Erreger.

Empfindlichkeit (ug/ml)

Mikroorganismus
MHK MBK

Grampositive Aerobier und fakultative Anaerobier

0,125/0,2
0,04-0,4 (Mader et al., 1989)
(LeFrock et al., 0,25
Methicillinsensible Staphylococcus aureus (MSSA) 1982) (Klepser et al., 1997)
0,06-4
(Dan et al., 1997; Klepser et al., 1997; Lemmen et al., 0,06 (Maller, R. et al., 1996)
1993; Xue et al., 1996) (Korn und Shah, 3,1 (Dingeldein, 1987)
2002; Lemmen et (50-100)
al., 1993) (Hand und King-
Thompson, 1986)
32/>32
Methicillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA) | (Korn und Shah,
(Lemmen et al., 1993) 2002; Lemmen et
al., 1993)
a-hdmolysierende Streptokokken
(Miller, R. et al., 1996) 0,0075-0,06 0,0075-0,08
R-hamolysierende Streptokokken
(Miller, R. et al., 1996) 0,0075-0,25 0.015-0,5
0,02
(LeFrock et al., 0.01
5-0,5
Streptococcus pyogenes 1982) . | '
0,031-0,06 (Mdller, R. et al., 1996)
(Dan et al., 1997)
0,01-0,06
(LeFrock et al.,
1982) 0,015-0,125
Streptococcus pneumoniae 0,125 (Klepser et al., 1997;
(Klepser et al., Muller, R. et al., 1996)
1997; Miller, R. et
al., 1996)
0,01-0,06
Streptococcus viridans (LeFrock et al.,
1982)
Corynebacterium dipheteriae <0.2
(LeFrock et al., 1982) '

Grampositive Anaerobier

Actinomyces spp.

(LeFrock et al., 1982) 0,03-0,25

0,015
(Muller, R. et al.,
1996) 0,06
=0,1-0,2 (Maller, R. et al., 1996)
(LeFrock et al.,
1982)

Propionibacterium spp.
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Mikroorganismus

Empfindlichkeit (ug/ml)

MHK MBK
Gramnegative Aerobier und fakultative Anaerobier
Koagulasenegative Staphylokokken
(Dingeldein, 1987) 0.25 3.7
0,125
(LeFrock et al.,
. - 1982) 0,25
Stapylococcus epidermidis 512 (Miller, R. et al., 1996)
(Korn und Shah,
1999)
Streptokokken Gruppe D (Enteroccus spp.)
(Dingeldein, 1987) 128 >256
25->100
(LeFrock et al.,
. 1982)
Pseudomonas aeruginosa 800
(Ichimiya et al.,
1994)
Haemophilus influenzae
(LeFrock et al., 1982) 0,12-50
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter
(LeFrock et al., 1982) 25->100
Escherichia coli (hdmolysierende Variante) 64
(Maller, R. et al., 1996)
Serratia, Proteus
(LeFrock et al., 1982) 25->100
Salmonella spp.
(LeFrock et al., 1982) 12-25
Neisseria gonorrhoeae
(LeFrock et al., 1982) 0.01-6.3
Neisseria meningitidis 5.25
(LeFrock et al., 1982)
Shigella spp. o5
(LeFrock et al., 1982)
Gramnegative Anaerobier
Bacteroides fragilis-Gruppe 20,1-3,1/0,5 0,5/1
(Klepser et al., 1997; Kowalsky et al., 1990; Spangler| (Klepser et al., (Klepser et al., 1997,
et al., 1997) 1997) Kowalsky et al., 1990)
=0,1-0,2
. . . o 0,0075-2
Bacteroides melaninogenicus (LeFrock et al., (Miller, R. et al., 1996)
1982)
Bacteroides thetaiotaomicron (Spang(;lfr ot al 4
(Kowalsky et al., 1990) 1997)-2 " | (Kowalsky et al., 1990)
Fusobacterium nucleatum 0,12 0,25

(Spangler et al., 1997)
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Empfindlichkeit (ug/ml)

Mikroorganismus
MHK MBK

Anaerobe sporenbildende Bakterien

=0,1-3,1
(Traub, 1990) 007
Clostridium perfringens (Stevgﬁoget N (Stevens et al., 1987)
1987)
Clostridium difficile 16 16
(Spangler et al., 1997)
Anaerobe Kokken
Peptococcus spp. >0.1-3.1
(LeFrock et al., 1982) IR
20,1-0.5 0,125-1
Peptostreptococcus spp. (LeF;%%kZ?t al., (Miller, R. et al., 1996)
20,1 006
Veillonella spp. (LeF:g%l;;at al., (Milller, R. et al., 1996)

Chlamydien und Mycoplasmen
(Harrison et al., 1984)

Chlamydia trachomatis 0,25-2 4-128
Mycoplasma hominis 0,06-0,25
Ureaplasma urealyticum 1,0-32

111.3.3.1. Empfindliche Erreger

Clindamycin ist bei systemischer Applikation wirksam gegen grampositive
Aerobierstdmme wie Staphylokokken (Dan et al., 1997; Klepser et al., 1997; Lemmen
et al., 1993; Xue et al., 1996; Dingeldein, 1987), einschliellich einigen oxacillin- und
vancomycinresistenten Staphylococcus aureus-Stdmmen (MRSA) (Frank et al.,
1999; Lemmen et al., 1993; Smith et al., 1988), Pneumokokken (Klepser et al., 1997)
und Streptokokken (Dan et al., 1997). Empfindlich sind aulerdem zahlreiche
grampositive  Anaerobier, wie Peptococcus und Peptostreptococcus spp.,
Propionibakterien und Actinomyceten. Aus der Gruppe der gramnegativen
Anaerobier sind Fusobakterien und Veillonellen empfindlich, Bacteriodaceae sind
mafig empfindlich bis resistent. Ebenfalls sensibel sind Mycoplasma hominis,

Chlamydia trachomatis (Harrison et al., 1984) und Plasmodien.
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111.3.3.2. Resistenzen

Resistenzen gegen Clindamycin entstehen durch chromosomale Mutation (Semel et
al., 1980) und Plasmidtransfer (Schaberg et al., 1982; Tally et al., 1979). Durch
Methylierung der Antibiotikumbindungsstellen (Adeninbasen in der bakteriellen
rRNA) vermindert sich die Affinitdt der Bakterien fur die Lincomycine (Naumann,
1985). Eine enzymatische Inaktivierung von Clindamycin ist aufierst selten
(Pharmacia&Upjohn, 1996).

Zwischen Makroliden und Lincosaminen besteht eine inkomplette Kreuzresistenz
(Makrolid-Lincosamin-Streptogramin-(MLS-)Resistenz) (Borges et al., 1975), well
deren Bindungsstellen auf Bakterienribosomen eng benachbart liegen und funktionell

miteinander interagieren (Naumann, 1985).

Unter systemischer Therapie ist Clindamycin unwirksam gegen gramnegative
Aerobier, wie Escherichia. coli, Klebsiella sowie die meisten Stdmme von Proteus,
Enterobacter, Salmonellen, Shigellen, Serratia und Pseudomonas. Neisseria
gonorrhoeae ist nur mafig empfindlich. Resistent sind verschiedene Clostridien (Cl
ramosum, Cl. novyi, Cl. sordelli, Cl. bifermentans, Cl. sporogenes und CI. difficile).
Von den Mycoplasmen ist Mycoplasma hominis empfindlich, Mycoplasma
pneumoniae nicht. Wie bereits im Kapitel ,Wirkungsspektrum® (Seite 53) erwahnt,
gelten diese Resistenzen nicht fir die lokale Wirkstoffapplikation (s. a. Diskussion —

,Clindamycingewebekonzentrationen®, Seite 157).

111.3.4. Pharmakokinetik

Die Serum-Eliminationshalbwertszeit (t/2) betragt ca. drei Stunden bei Erwachsenen
und ca. zwei Stunden bei Kindern. Es findet kein nennenswerter First-pass-
Metabolismus oder enterohepatischer Kreislauf statt. Die Proteinbindung liegt
zwischen 60 und 94%.

Die Knochengangigkeit klassifizieren die meisten Autoren als gut bis sehr gut (Mader
et al., 1989; Miller, S. C. et al.,, 1999; Nicholas, P. et al., 1975; Schurman et al.,
1975; Sturmer et al., 1981; Summersgill et al., 1982); allein BOSELLI und
ALLAOUCHICHE (1999) stufen diese als moderat ein.
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Die Knochen-Serum-Ratio liegt beim Gesunden zwischen 0,31 (Budsberg et al.,
1991) und 0,4 (Mader et al., 1989; Nicholas, P. et al., 1975). In infiziertem
Knochengewebe betragt sie 0,98 (Mader et al., 1989). Die erhdhte Anreicherung an
Infektionsorten erklart sich durch eine aktive lysosomale Anreicherung in
polymorphkerniger Leukozyten und Makrophagen (Easmon und Crane, 1984;
Johnson et al., 1980; Klempner und Styrt, 1981; Prokesch und Hand, 1982; Stirmer
et al., 1981; Waldvogel, 1985).

11.3.5. Metabolisierung und Ausscheidung

Clindamycin wird zu ca. 10-30% unverandert ausgeschieden, 70-90% unterliegen
einer hepatogenen Metabolisierung zu 5-Hydroxyclindamycin (Restaktivitat 13%) und
5-Oxoclindamycin (Restaktivitat 0,2%) mit bilidrer Exkretion. Ca. ein Drittel scheidet
der Kérper renal, Uberwiegend in Form von Clindamycinsulfoxid (Restaktivitat 15%)
aus. Bei mittlerer bis schwerer Leberinsuffizienz kommt es zu einer geringen

Verldngerung der Plasmaeliminationshalbwertszeit (Hinthorn et al., 1976).

11.3.6. Unerwiinschte Wirkungen

Die folgenden Betrachtungen beziehen sich auf die systemtherapeutische
Anwendung. Bei lokaler Wirkstoffapplikation treten in der Regel niedrigere
Serumspiegel auf, sodass systemische Nebenwirkungen seltener und mit milderer

Auspragung zu erwarten sind.

Uberempfindlichkeitsreaktionen treten in Form von Fieber, Pruritus, morbilliformem
Exanthem und sehr selten als Stevens-Johnson-Syndrom auf. Patienten mit
Penicillinallergie ~ kénnen auch bei  Clindamycin  sensibel reagieren.
Antibiotikumassoziierte Diarrhoen kommen bei 3,4% (Friedman et al., 1976) bis 21%
(Tedesco et al., 1974) der Patienten vor. Bei ladngeren Therapiezeiten sind
Blutbildveranderungen (Thrombozytopenie, Leukopenie u. a.) sowie ein Anstieg von
Leberenzymen und Bilirubinwerten méglich.

Durch die Beeinflussung der neuromuskuldren Ubertragung kann sich bei
entsprechenden Vorerkrankungen, wie beispielsweise Myasthenia gravis, Morbus

Parkinson und ahnlichen die Symptomatik verschlechtern.



Material und Methoden Seite 59

In der Schwangerschaft und wahrend der Stillzeit sollte der Einsatz auf Grund einer

stattfindenden Plazentapassage und eines Ubertritts in die Muttermilch ausbleiben.

lll.4. Versuchsaufbau

Die histologische Beurteilung von Ostim® erfolgte nach zwei- bzw. vierwdchiger
femuraler Implantation beim Kaninchen an ca. 20-70 ym ddnnen Trenn-
Dunnschliffen. Zur Beurteilung der knéchernen Heilungsdynamik fand eine intravitale

polychrome Fluorochromfarbung mit Calceingriin und Alizarinkomplexon statt.

Der pharmakokinetische Untersuchungsteil beinhaltete die Messung lokaler
Wirkstoffgewebekonzentrationen, postoperativer Serumspiegel und der Frei-

setzungskinetik in vitro.

Die Zuteilung der Tiere in die Gruppen erfolgte rein zufallig. Bei den Tieren aus den
clindamycinhaltigen Gruppen 3 und 4 wurde auf Grund des schlechten
postoperativen Allgemeinzustandes auf eine Fluorochrommarkierung ganz bzw.
teilweise verzichtet (s. a. Ergebnisse - ,Klinische Befunde®, Seite 78 und Diskussion -

»1ier- und Operationsmodell, Seite 133).

Tabelle 3: Versuchsaufbau der tierexperimentellen Untersuchungen.

Zeitpunkt der
Fluorochrom- Nachbe-
Tierzahl x markierung mit obacht- Untersuchungen
Clinda- | Alizarinkomplexon (A)/ | ungszeit (Tierzahl)
Tier- | mycin- Calceingrin (C) (Tage)
Gruppe | zahl | aktivitat (Tag postoperativ)
im
Implantat 5
p 7. | 10. | 21. | 26 Pharmako- |, SCEC | Helfeld-
: ’ : ‘ kinetik Kopi mikroskopie
opie
1 4 - c | C - - 14 - 4 4
2 4 - c|C | A A 28 - 4 4
5x10%
3 9 - - - - 14 9 - 5
4x20%
5x10%
4 9 Cc - A A 28 9 5 5
4x20%
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Il1.5. Operationsvorbereitungen und Anéasthesie

Nach Pramedikation mit Atropin (0,1 mg/kg KG i. m. 10 Minuten vor Narkoseein-
leitung) zur  Antagonisierung der atem- und kreislaufdepressiven
Narkotikanebenwirkung erfolgte die intramuskuldre Gabe von Ketamin
(35 mg/kg KG; Hostaket®; Hoechst Roussel Vet) und Xylazin 2% (5 mg/kg KG;

Rompun®; Sanofi Ceva GmbH).

Ill.6. Operationsmodell

Die Operationen verliefen unter sterilen Kautelen. Nach Rasur und Hautdesinfektion
der Regio genu der rechten Hintergliedmalde mit Povidoniod (Braunol® 2000 Lésung,
B. Melsungen AG) erfolgte ein ca. 3,5 cm langer longitudinaler Hautschnitt 1,5 cm
lateral der Mediopatellarlinie und die Darstellung der Kniegelenkkapsel durch
stumpfe Praparation. Nach Eréffnung des Kniegelenks wurde die Patella nach lateral
luxiert und so das femoropatellare Gleitlager freigelegt. Unter Flexion im Kniegelenk
(ca. 90°) wurde mit einer innengekihlten Diamanthohlfrése (Diamond Bone Cutting
System - DBCS); Fa. Merck; AuRendurchmesser: 4,5 mm) vom Zentrum des femoro-

patellaren Gleitlagers aus der Femurmarkraum eréffnet.

Nach Spllung des Markraumes mit ca. 10 ml physiologischer Kochsalzlésung
wurden der diaphysdre Markraum und der Defektkanal durch Injektion von ca. 1 g
der jeweiligen Priufsubstanz aufgeflllt. Der Knorpel-Knochen-Zylinder aus der
Hohlfrase diente nach Kirzung mit dem Skalpell (Ladnge: ca. 5 mm) dem Verschluss
des Implantationskanals. Auf Grund der Substanzverluste der Frase resultierte
zwischen dem Knorpel-Knochen-Deckel und dem umgebenden Knochenlager ein ca.

400 um messender Spaltraum.

Nachfolgend wurde das Kniegelenk extendiert, die Patella reponiert und die
Gelenkkapsel (PDS 3-0; Fa. Ethicon) sowie die Cutis (Vicryl 2-0; Fa. Ethicon) mit
Einzelknopfndhten verschlossen. Die Wundversorgung fand mit Aludermin-
Spriuhpflaster (Alvetra GmbH) statt. Alle Operationen verliefen komplikationslos und

dauerten jeweils ca. 20 Minuten.
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o
W

1. Longifudinaler Hautschnitt 2. Eréffnung des Femurmarkraumes mit einer
Uber dem Kniegelenk innengekihlten Diamanthohlfrése
(AuBendurchmesser: 4,5 mm)

6. Kuirzung des Knorpel-Knochen- 7. Verschluss des Ostim®-gerIIten
Zylinders mit dem Skalpell Femurmarkraumes mit dem
Knorpel-Knochen-Zylinder

Abbildung 4: Operationsmodell
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Abbildung 5: Eréffnung des femuralen Markraumes vom Patellagleitlager aus mit dem Diamond Bone
Cutting System.

Abbildung 6: Eréffnung des femuralen Markraumes vom Patellagleitlager aus mit dem Diamond Bone
Cutting System.

Abbildung 7: Entfernter Knorpel-Knochen-Zylinders aus der Diamanthohlfrase.
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Abbildung 9: Verschluss des Implantationskanals durch Replantation des gekiirzten Knorpel-Knochen-
Zylinders.

1ll.6.1. Diamond Bone Cutting System

Die Entwicklung von Diamanthohlfrdsen geht auf die Geschwister Draenert und
deren Untersuchung uUber die Histomorphologie der Knochenheilung zurtick
(Draenert und Draenert, 1987). Durch eine Innenkiihlung unter Wasserdruck (Prinzip
des atraumatischen Nassschleifens) werden Hitzenekrosen vermieden und
Abriebmaterial  entfernt, wodurch ein  mdglichst  artefaktfreier, vitaler

Transplantatzylinder und ein unversehrtes Implantatlager realisiert werden kann.
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Das komplette Instrumentarium besteht aus einem Adapter flr die Bohrmaschine,
den diamantbeschichteten Hohlschleifen in unterschiedlichen Grélken und dazu-
gehérigen Extraktoren mit Handgriff, Ausschlagstéfieln und Applikatoren. In der
vorliegenden Arbeit kam eine Frase mit einem AufRendurchmesser von 4,5 mm zur

Anwendung.

Hauptindikationen fiir den Einsatz von Diamanthohlfrdsen in der Humanmedizin sind
die Entnahme von Knochenbiopsien und autogenem Knochenmaterial fir Knochen-
Knorpeltransplantationen (z. B. bei Osteochondrosis dissecans, traumatischen
Knorpelschéden, Femurkopfnekrose) sowie im Rahmen von Bandrefixationen,
Arthrodesen u. a. (Anders et al., 2001; Baltzer et al., 2000; Horas et al., 2001;
Peterson et al., 2003; Rittmeister et al., 2005; Soldner, 1999).

Bei Knorpel-Knochen-Transplantationen wird zunachst ein Implantationslager
geschaffen, das den Defektbereich umfasst. Der Transplantatzylinder wird dann mit
der nachst gréRBeren Hohlschleife, beispielsweise von einer Rand- oder
Ubergangszone der Gelenkflaiche entnommen. Der in seinem Durchmesser um
wenige Hundertstel Millimeter gréf3ere Zylinder kann dann im Sinne einer Press-fit-
Verdibelung ohne weitere Stabilisierung im Lager verankert werden (Angeskirchner
et al., 2001).

Ill.7. Postoperative MaBnahmen

Neun Kaninchen aus den clindamycinhaltigen Gruppen 3 und 4 entwickelten
postoperativ eine breiige Diarrhd. Die Infusionstherapie erfolgte subkutan mit
Ringerlésung und 10%-iger Glucose. Bei Verdacht auf eine Cryptosporidieninfektion
erhielten diese Tiere vom dritten bis finften postoperativen Tag eine intramuskulare
antibiotische Therapie mit Sulfadoxinum und Trimethoprim (12,5 mg/kg KG bzw.
2,5 mg/kg KG; Borgal® 7,5%; Hoechst AG). Bei zwei Tieren wurde die Therapie auf

funf Behandlungstage ausgedehnt.

Die Femura verstorbener Tiere (s. Seite 78 und 133 ff.) lagerten bis zur Bestimmung
der lokalen Clindamycinkonzentrationen bei —18 °C und wurden dann zusammen mit

den elektiv euthanasierten Tieren weiter aufbereitet.
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1l1.8. Postoperative Blutentnahme

Zur Bestimmung der systemischen Clindamycinkonzentrationen fanden zwei, vier,
acht, 24, 48 und teilweise 72 Stunden postoperativ Blutentnahmen durch die
Punktion einer Ohrarterie oder in einigen Fallen der Vena saphena magna der nicht
operierten Huftgliedmale statt (ca. 1,5 ml Vollblut). Das abzentrifugierte Serum
(5 Min.; 4000 Umdrehungen/min) lagerte bis zur Konzentrationsbestimmung bei
—18 °C in Eppendorfréhrchen. Insgesamt wurden 94 Serumproben analysiert.

Um Fehlbestimmungen durch die oben genannte parenterale antibiotische Therapie
zu vermeiden, wurden die so behandelten Tiere von den Blutenthnahmen

ausgeschlossen.

1l1.9. Polychrome Sequenzmarkierung

Zur zeitlichen Interpretation der postoperativen Knochenregeneration fand bei den

Tieren der Gruppen 1, 2 und 4 eine intravitale polychrome Sequenzmarkierung mit

den Fluorochromen Calceingrin und Alizarinkomplexon statt, wie in der
nachfolgenden Tabelle dargestellt.
Tabelle 4: Knochenmarkierungsschema mit Fluorochromen.
Markierungs- Nachbeobachtungs-
Gruppe | Markierungssubstanz zeitpunkt zeit
(Tag postoperativ) (Tage)
1 N
(Ostim®) Calceingrin 7+10 14
2 Calceingrin 7+10
Ostim® 28
(Ostim®) | Ajizarinkomplexon 21+ 26
3
(Ostim® keine Farbung 14
plus)
4 Calceingrin 7
(Ostim® T 28
plus) Alizarinkomplexon 21+ 26
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Die Fluorochromfarbstoffe gehéren zur Gruppe der Chelatbildner und gehen eine
Komplexbindung mit neu gebildetem Knochenmineral ein. Sie reichern sich in der
Mineralisationsfront bzw. den Resorptionszonen des Knochens an und fluoreszieren
bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht (Rahn, B. A., 1976).

Eine intravitale  polychrome  Sequenzmarkierung  erméglicht so  die
fluoreszenzoptische Darstellung der knéchernen Heilungsdynamik. Die Verwendung
des im Vergleich zu Alizarin besser vertraglichen Alizarinkomplexon ermdglichte die
Minimierung von systemischen und lokalen Nebenwirkungen, wie beispielsweise ein
negativer Einfluss auf die Osteogenese (Rahn, B. A. und Perren, 1972; Rahn, B. V.
et al., 1980).

Die Tiere der Gruppen 1, 2 und 4 erhielten Calceingrin (10 mg/kg KG) und
Alizarinkomplexon (20 mg/kg KG) subkutan nach Abpufferung mit 2%-iger
Natronlauge (0,5 ml/kg KG).

Auf Grund des schlechten Allgemeinzustandes der Tiere aus den
clindamycinhaltigen Gruppen 3 und 4 wurde hier auf eine Fluorochrommarkierung
ganz bzw. bei Gruppe 4 auf die zweite Calceingrinmarkierung des zehnten
postoperativen Tages verzichtet (s. a. Ergebnisse - ,Klinische Befunde®, Seite 78 und

Diskussion — , Tier- und Operationsmodell®, Seite 133).

11.10. Euthanasie

Nach intramuskuldrer Anasthesie (Ketamin: 35 mg/kg KG; Hostaket®; Hoechst
Roussel Vet. und Xylazin 2%: 5 mg/kg KG; Rompun®; Sanofi Ceva GmbH) erfolgte
die schmerzfreie Euthanasie durch intrakardiale Applikation von ca. 3ml T 61°
(Embutramid, Mebezonium, Tetracain; Hoechst Roussel Vet). Nachfolgend wurden

die operierten Femura entnommen.

Bei den Tieren der clindamycinhaltigen Gruppen 3 und 4 fand unter An&sthesie zuvor
eine kardiale Punktion zur Gewinnung von ca. 10 ml Blut je Gruppe fir die spéteren

Antibiotikumkonzentrationsbestimmungen statt (s. Seite 73).
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1.11. Rontgendokumentation

Réntgenaufnahmen der entnommenen Femura im anterio-posterioren und seitlichen
Strahlengang ermdglichten die Lokalisation der proximalen Implantatbegrenzung und
dienten der Dokumentation (Hartstrahltechnik; Beschleunigungsspannung: 58 kV;
Expositionszeit: 8 mAs; Film-Fokus-Abstand: 90 cm; Film: Kodak Super 2000-
G/Grin; 18x24).

Abbildung 10: Postoperative Roéntgenaufnahme nach Implantation von Ostim® plus (seitlicher
Strahlengang). Das Implantat (O) fiillt den Markraum des distalen Femurdrittels aus. F=Femur.
P=Patella. T=Tibia.

Abbildung 11: Réntgenkontrolle (a. p.) nach Entnahme des Femurs (Implantat: Ostim® plus;
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen). Etwas weniger dicht erscheinendes Ostim® plus (O), das den
Markraum des distalen Femurdrittels weiterhin gré3tenteils ausfiillt. Kein Nachweis von Osteolysen.
FP=femoropatellares Gleitlager. FD=Femurdiaphyse. FC=Femurkondyle.
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Abbildung 12: Korrespondierende seitliche Aufnahme zu Abbildung 11. Pfeil: proximale Begrenzung
des Ostim® plus.

11.12. Aufarbeitung der Femura

Die Femura der Gruppen 1 und 2 (Ostim®) wurden nach ihrer Entnahme
subtrochantadr quer durchtrennt, um die Perfusion mit Karnovskylésung bei der

nachfolgenden Fixation zu verbessern.

Histologische Untersuchung \}jeine w;itere
erwendung

Abbildung 13: Subtrochantére Eréffnung der femuralen Markraumhéhle zur Perfusionsverbesserung
bei Gruppe 1 und 2.

Bei den Praparaten der Gruppe 3 und 4 (Ostim®plus) wurde das diaphysére
Implantationsgebiet fir die Clindamycinkonzentrationsbestimmungen verwendet. Die
Kondylenregion und die distale Diaphyse standen mikroskopischen Untersuchung
zur Verfugung (s. Abbildung 14 auf der folgenden Seite).
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el Clindamycinkonzentrations
Histologische konzentrations- ndarmycinkokl ions-
Untersuchung bestimmungen in;  Pestimmung im angrenzenden

- Kortikalis Knochenmark

- Implantat (<1 cm vom Implantat)

Abbildung 14: Aufarbeitung der Femura aus Gruppe 3 und 4 (Ostim® plus).

Die Praparate fir die histologische und fluoreszenzmikroskopische Befundung
wurden zur Fixation in Karnovskylésung (+4 - +8 °C) gegeben. Nach einer Woche
konnte von einer ausreichenden Verfestigung der Praparate ausgegangen werden,
sodass die Praparate nach dieser Zeit mit einer Konradsage mittig in der
Femurschaftldngsachse  durchtrennt und die medialen und lateralen
Kondylenregionen (ca. 3 mm) zur Perfusionsverbesserung abgetrennt wurden. Bis
zur Herstellung der Knochenschliffe nach drei bis zehn Wochen lagerten die Proben

bei +4 - +8 °C in Karnovskylésung.

1.13. In-vitro—Elutionsversuch

Um einen Teflonstab (Durchmesser: 6 mm) wurde Siebdruckgewebe (Nylon
monofilament; Maschenweite 40 um, DIN110-50; Fa. Brickmann GmbH,
Moénchengladbach) gelegt und mit Uhu-Alleskleber (Fa. Uhu) zu einem Schlauch
verklebt. Ein Ende der ca. 3,5 cm langen Schlauchstiicke wurde ebenso zugeklebt
und die sechs Beutel anschlielend mit durchschnittlich 516,18 mg Ostim® plus 25

(SD: 11,13 mg) eingewogen. Das offene Ende wurde mit Nylonschnur zugebunden.
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Tabelle 5: Probeneinwage des In-vitro-Elutionsversuches.

Proben-Nr.: Ostim® plus 25 (mg)

1 526,6

2 529,9

3 514,0

4 501,2

5 506,8

6 518,6
Mittel 516,18
SD 11,13

Die dreitagige Elution der Beutel fand im Reagenzglas mit jeweils 5 ml
Phosphatpuffer (pH 7,4) statt. Ein kompletter Wechsel des Elutionsmediums durch
Uberfiihrung der Beutel in neue Reagenzgléser erfolgte in den ersten acht Stunden
stindlich, anschlieBend nach 24, 48 und 72 Stunden. Insgesamt wurden 66

Eluatproben analysiert.

Bis zur Clindamycinkonzentrationsbestimmung mit dem nachfolgend erldutertem

Aggardiffusionstest lagerten die Proben bei —18 °C.

1.14. Clindamycinkonzentrationsbestimmungen

Hierbei kam der Agardiffusionstest (Testkeim: Sarcina lutea; ATCC 9431/9341) zur
Anwendung. Auf bakteriell beimpften Agarplatten (Antibiotikaagar Nr. 5; pH: 7,4; Fa.
Merck; 107 CFU/ml) entwickelten sich um die aufgebrachten Proben herum,
abhéangig vom Clindamycingehalt, unterschiedlich grolie Hemmhdéfe. Durch Vergleich
mit den Hemmradien von Eichproben mittels einem Ablesegerat (Bioeye, Fa. ISRA;
Darmstadt) errechnete sich die Clindamycinkonzentration (Nachweisgrenze:
0,2 ug/ml). Jede Probe wurde insgesamt sechs Mal aufgetragen und aus den

Einzelwerten der arithmetische Mittelwert gebildet.
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Abbildung 15: Agarplatte mit unterschiedlich Abbildung 16: Ablesegerét Bioeye (Fa. ISRA;

groBen Hemmhofdurchmessern nach Beimpfung Darmstadt) zur Bestimmung der

mit  Stammlésungen und clindamycinhaltigen Clindamycinkonzentrationen anhand des

Proben. Hemmhofdurchmessers von Sarcina lutea-
beimpften Agarplatten.

Es fanden Bestimmungen in folgenden Proben statt:

o Gewebe- bzw. Implantatproben aus dem Implantationsgebiet von 18

Tieren aus Gruppe 3 und 4 (Ostim® plus):
o Implantatumgebende diaphysére Kortikalis
o proximal implantatangrenzendes Knochenmark (innerhalb ca. 1 cm)

o Ostim®-Paste aus dem Implantationsgebiet
o 94 Serumproben aus postoperativen Blutentnahmen (Gruppe 3 und 4)

o 66 Elutionslésungen aus dem In-vitro-Elutionsversuch
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11.14.1. Nahrboden und Testkeim

Die Kultivierung von Sarcina lutea (ATCC 9431/9341) erfolgte drei Tage vor
Versuchsbeginn auf Blutagarplatten (24 Stunden im Brutschrank). Mit einer Impfése
(10 ul) wurden 100 ml N&hrbouillon beimpft und bei +37 °C fur 18 Stunden bis zum
Erreichen der stationdren Wachstumsphase inkubiert. Jeweils 12 ml dieser
Bakteriensuspension wurden anschlielend im Erlenmeyerkolben mit 600 ml

Nahragarlésung (Antibiotikaagar Nr. 5; Fa. Merck, ca. 56 °C) vermengt.

Nach Ausgiefen des Testagars (ca. 100 ml) auf vorgewarmten, umrahmten
Glasplatten (26,5 x 26,5 cm), Auskihlen bei Zimmertemperatur und Lagerung bei +4-
+8 °C folgte die Probenbeschickung innerhalb von ca. acht Stunden. Zuvor wurden in
die Agarplatten jeweils 36 Probenldécher (8 mm Durchmesser) mittels Schablone und
sterilem Stahlstift eingestanzt. In jeweils dreifacher Ausfihrung wurden pro Platte
sechs Proben, eine Referenzstammlésung sowie fiinf Standardlésungen aufpipettiert

(s. u.).

l1.14.2. Probenaufarbeitung

Die Probenapplikation auf die Testplatten erfolgte in flissiger Form (20 pl
Probenflissigkeit), um Vergleiche mit den ebenfalls flissigen Referenzlésungen zu
ermoglichen.

Die Knochen-, Knochenmarks- und Implantatproben wurden aufgetaut und fiir 24
Stunden bei +37 °C in 1/15-molarem Phosphatpuffer (dreifache Menge des
Probeneigengewichtes) eluiert. Bezuglich pH-Wert und Osmolaritédt weist dieser
ahnliche Werte, wie das zu eluierenden Gewebe auf (pH=7,4). Durch Diffusion und
Braunsche Molekularbewegung glichen sich Konzentrationsunterschiede zwischen

Eluat und Proben aus. Eine Pulverisierung der Proben fand nicht statt.

Die Konzentration in den Eluatproben betrug auf Grund der Verdiinnung ein Viertel
der urspringlichen Clindamycinkonzentration in der Probe. Vor der Bestimmung
wurden die Lésungen noch einmal aufgerihrt und anschlieRend aus dem sich
bildenden Uberstand 20 ul auf die Testplatten aufpipettiert. Die Serumproben
konnten nach Erw&rmung und Aufrihren ohne weitere Bearbeitung nach unten

beschriebenem Schema auf die Platten aufgebracht werden.
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l1.14.3. Referenzlésungen

Eine Clindamycinstammlésung mit einer Konzentration von 10 ug/ml (30 mg
Clindamycinhydrochlorid, entsprechend 25 mg Clindamycinbase, gelést in 250 ml
VE-Wasser) wurde zeitgleich zu den entnommenen Proben bei —18 °C aufbewahrt,
um Verfalschungen beim Einfrieren auszuschlielen (Becker, 1986). Durch
schrittweise Verdlinnung entstanden vor Versuchsbeginn funf Standardlésungen mit
absteigenden Clindamycinkonzentrationen (5,0-0,3125 ug/ml). Als Verdinnungs-
medium diente bei den Serumprobenbestimmungen reines Serum, das aus der
bereits beschriebenen kardialen Punktion der Kaninchen stammte (s. Seite 66). Im
zuvor durchgefuhrten Agardiffusionstest wies dieses keinen Antibiotikumgehalt auf.
Fur die Standardlésungen der eluierten Proben (Eluatstandards) wurde das Serum
mit der dreifachen Menge 1/15-molarem Phosphatpuffer vermengt, um eine dhnliche

Zusammensetzung wie in den Eluatproben zu erhalten.

Vortests stellten sicher, dass die Konzentrationen der Standardldsungen im
Konzentrationsbereich der Proben lagen. In dem ermittelten Bereich wurden dann
geringe Konzentrationsunterschiede zwischen den Stammldésungen gewahlt, um

mdglichst genaue Messwerte zu ermitteln.

Um Fehler bei der Herstellung der Stammlésung auszuschlieRen, wurde eine
Referenzstammlésung durch erneutes Mischen von 25 mg Clindamycinbase mit
250 ml VE Wasser hergestellt. Deren Aufbewahrung erfolgte auf die gleiche Weise,
wie bei den Proben (—18 °C). Vor Versuchsbeginn fand eine Verdinnung mit den
jeweiligen Verdlinnungsmedien auf eine mittlere Stammlésungskonzentrationen von
1,25 ng/ml statt. Wie Vortests zeigten, waren in diesem Bereich die Konzentrationen

der meisten Proben zu erwarten.
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111.15. Mikroskopische Untersuchungen

Eine histologische und fluoreszenzoptische Befundung erfolgte an den operierten
Femura der 18 elektiv euthanasierten Tiere. Die Untersuchungen an frihzeitig
verstorbenen Tieren beschrénkten sich auf Clindamycinkonzentrationsbestim-

mungen.

111.15.1. Die Trenn-Diinnschlifftechnik nach Donath und Breuner

Die mikroskopischen Untersuchungen fanden an ca. 20-70 ym dinnen Knochen-
schnitten, hergestellt nach der Trenn-Dinnschlifftechnik nach Donath und Breuner
(Donath, 1989), statt.

Zunéchst entwasserten die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 bis 100%
Ethanol) Uber 21 Tage. Es folgte die Infiltration mit flissigem lichthdrtendem
Einkomponentenkunststoff auf  Methacrylatbasis in  einer aufsteigenden
Technovitreihe (30-100%) Uber 30 Tage (Technovit 7200 VLC; Kulzer & Co GmbH).
In der letzten Woche erfolgte der Zusatz von BPO (Hauptbestandteil:
Dibenzoylperoxid (DBPO); Kulzer & Co GmbH), um die nachfolgende Lichtpoly-
merisation zu beschleunigen. Diese erfolgte unter dreistindiger Bestrahlung mit
weillem Licht und nachfolgender Bestrahlung mit energiereicherem Blaulicht
(Wellenlange: 450nm) fur weitere drei Stunden. Diese Vorgehensweise sollte die
Ausbildung von Spannungsrissen verhindern. Im Warmeschrank harteten die Blécke

bei +46 °C fir ca. zwolf Stunden weiter aus.

Jede Femurhélfte lieferte jeweils zwei, méglichst medial gelegene Schnitte. Nachdem
die Knochenbldécke auf Plexiglasobjekttrager aufgeklebt waren (Kleber: Technovit
4000; Kulzer & Co GmbH), konnten diese am Vakuumhalter des Mikroschleifsystems
(Fa. Exakt Apparatebau) befestigt werden. Die medialen Schnittflachen der
Knochenhélften wurden nun so lange plangeschliffen, bis die Konturdifferenzen

héchstens 4 um betrugen.
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Es folgte eine ca. 15-minitige Trocknungsphase im beheizten Vakuum. Danach fand
die Fixierung des Blocks mit der zu untersuchenden Flache auf einem weiteren
Plexiglasobjekttrager statt (lichthartender durchsichtiger Kleber; Technovit 7230 VLC,;
Kulzer & Co GmbH).

Mit einer Diamantbandsdge (Exakt-Trennschleifsystem; S&geblattdicke: 20 um;
Kérnung D64) wurde ein Knochenschnitt von ca. 250 ym Dicke auf dem Objekttréger
hergestellt. Mittels Mikro-Schleifgerat (Kérnung: 1200) entstanden Schnitte von ca.
20-70 um Dicke, die abschliel3end poliert wurden (Kérnung: 5000).

Abbildung 17: Schnittfiihrung zur Herstellung der Knochenschnitte fir die histologische Befundung.
Schnittdicke: 250 um. Quelle: Eigener Entwurf.

Vor der Herstellung des zweiten Schnittes erfolgte eine Trocknung im Warmeschrank
von ca. einer Stunde. Anschlielend wurde die mediale Oberflache der Knochenhalfte
durch Aufpipettieren von Technovit 7200 VLC (Kulzer & Co GmbH) und anschlie-
Render Blaulichtpolymerisation nachbehandelt. Es folgte die Herstellung der Schnitte

in oben beschriebener Weise.

111.15.2. Toluidinfarbung

Dieser basische Thiazinfarbstoff markiert acidophile Strukturen wie beispielsweise
Zellkerne ((Desoxy-)Ribonukleinsduren), saure Mukopolysaccharide und Glykos-
aminoglykane (Osteoid, Knochen) in unterschiedlichen Blauténen (Metachromasie)
(Donath, 1989).
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I11.15.3. Mikroskopie

Die lichtmikroskopische Befundung an toluidingefarbten Trenn-Dinnschliffen erfolgte
an einem AXIOPLAN-II-Mikroskop (Fa. Zeiss) bei 1,25-, 2,5-, 10-, 20-, 40- und 100-
facher (Immersionsél 518 C, Fa. Zeiss) Objektiv- und zehnfacher Okkularver-
grolRerung. Als Lichtquelle diente eine 100 Watt Halogenleuchte (HAL 100;

Fa. Zeiss).

Die fotographische Dokumentation der Hellfeldmikroskopie wurde mit AXIOPHOT-II
und einem Kunstlichtfilm (Ektachrome T 64; Fa. Kodak) sowie mit einer aufgesetzten

Digitalkamera (Fa. Sony) durchgeflhrt.

Fur die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen diente eine HBO 103
Fluoreszenzlampe (Fa. Zeiss) als Auflichtquelle. Ein zwischengeschalteter ,set 25%
Dreifach-Filter (Fa. Zeiss) optimierte das Anregungsspektrum (Erregungsfilter TBP;
Erregungsmaximum 410/505/585 nm; Farbteiler FT; 395/485/560 nm) und filterte das
von den Fluorochromen emittierte Licht (Emissionsfilter TBP; 460/530/610 nm).

Die fotographische Dokumentation der Fluoreszenzmikrokopie fand mit dem

Kunstlichtfilm 320T (Fa. Kodak) sowie dem Tageslichtfilm Fujichrome PROVIA 400 F
(Fa. Fuji) statt.

111.16. Graphische Darstellungen und Bilddokumentation

Die Erstellung eigener Schaubilder sowie die Bearbeitung und Beschriftung von
Abbildungen wurden mit Adobe® Photoshop® Version 6.0 sowie CoreDRAW™
Version 8.369 durchgefihrt.
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1H.17. Statistische Auswertung

Die Analyse der Daten erfolgte im explorativen Sinne, sodass nicht von Signifikanz
gesprochen wird. Die angegebene berechnete Wahrscheinlichkeit fur das jeweilige
beobachtete oder ein extremeres Ereignis ist, unter der Annahme, dass kein

Unterschied besteht, ein Mal} fur die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Die lokalen Clindamycinkonzentrationen wurden auf Grund geringer Stichproben-
umfange und groRer Variabilititen rein deskriptiv beschrieben. Werte unter der
Nachweisgrenze von 0,2 yg/g gingen mit dem Wert 0,1 in die Berechnung des
Medians und der Range ein. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit anderen
Arbeiten zu ermdéglichen, wurde im Kapitel Diskussion — ,Antibiotika-tragersysteme
im pharmakokinetischen Vergleich®, Seite 161, der arithmetische Mittelwert mit

Standardabweichung angegeben.

Die Daten des In-vitro-Elutionsversuches sowie der postoperativen Gewichts-
entwicklung folgten der Normalverteilung, sodass hier das arithmetische Mittel mit

Standardweichung bzw. der Standardfehler zur Anwendung kam.

Bei den postoperativen Serumspiegeln lag eine Log-Normalverteilung vor, sodass
diese mittels geometrischem Mittel und 2s-Intervall ausgewertet wurden. Das
paarweise Testen mit dem t-Test fir unabhangige Stichproben sowie die
Berechnung der Irrtumswahrscheinlichkeiten erfolgte mit den logarithmierten

Einzelwerten, um das Testkriterium einer Normalverteilung zu erfillen.

Durch letale Komplikationen sowie Ausschluss von Tieren nach Antibiotikagabe
entstanden Unterschiede in den Stichprobenumfédngen. Diese sind in der

graphischen Darstellungen der postoperativen Serumspiegel mit aufgefihrt.

Fur die Auswertung und die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde das
Programm ORIGIN (Version 6,0) sowie STATISTICA (99 Edition; Kernel-Version 5,5

A) verwand.
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IV.ERGEBNISSE

IV.1. Klinische Befunde

IV.1.1. Gruppe 1 und 2 (Ostim®)

Der postoperative Verlauf dieser Tiere war komplikationslos. Es erfolgten tagliche
klinische Kontrollen. Die Kaninchen begannen ca. drei Stunden postoperativ mit der
Wasser- und Nahrungsaufnahme und zeigten eine kontinuierliche Aktivitdtszunahme.

Wundheilungsstérungen traten nicht auf.

IV.1.2. Gruppe 3 und 4 (Ostim® plus)

Nach anfanglich unauffalligem postoperativem Verhalten wiesen die Tiere am
zweiten postoperativen Tag einen reduzierten Allgemeinzustand mit geringer

Futteraufnahme und erniedrigtem Aktivitatsniveau auf.

Neun Tiere entwickelten eine breiige Diarrhé ohne Blut- und Schleimbeimengungen.
Bei der klinischen Untersuchung fanden sich Dehydratationszeichen, die Kérpert-
emperaturen waren normal bis subfebril (max. 38,9 °C; Normbereich: 37,5-38,5 °C).
Trotz subkutaner Infusionstherapie (Ringerlactatésung und 10%-ige Glucose)
verstarben sechs Tiere am zweiten und zwei am achten postoperativen Tag. Ein Tier
Uberstand die Diarrhé. Tiere mit 10 bzw. 20%-iger Clindamycinaktivitat erkrankten zu
gleichen Anteilen. Es verstarben jeweils vier Tiere aus Gruppe 3 und4. Die
postmortale Untersuchung zweier Tiere (s. pathologischer Befundbericht, Seite 208)
stellte eine enterokolische Dysbiose mit massenhaftem Auftreten von Escherichia
coli im Dick- und Dunndarm sowie Clostridium tertium im Dinndarm fest. Eine
Splenomegalie, petechiale Darmwandblutungen sowie eine blaurote verfarbte

Trachealschleimhaut wiesen auf einen septischen Krankheitsverlauf hin.

Ein Tier entwickelte vom dritten bis achten postoperativen Tag eine oberflachliche,
eitrige  Wundinfektion, die unter lokaler antiseptischer Therapie mit Povidon-

lodidsung (Braunol® 2000 Lésung; B. Mehlsungen AG) abheilte.

Die Operationswunden der Ubrigen Tiere heilten komplikationslos. Serombildungen,

Gelenkluxationen oder andere Wundheilungsstérungen waren nicht zu beobachten.
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1V.2. Makroskopische Befunde

Die Kniegelenke der operierten Hintergliedmallen waren makroskopisch bei allen
Tieren reizlos und frei von Implantatmaterial. Das Knochengewebe wies eine leichte
Grln- (Gruppe 1) bzw. Rotfarbung (Gruppe 2 und 4) auf. Bei zwei Tieren der Gruppe

2 war eine spindelférmige Verdickung des distalen Femurknochens zu beobachten.

Im Markraum lag das Implantat zwei Wochen postoperativ Gberwiegend kompakt,
nach vier Wochen in den Randbereichen grobschollig zerfallen vor. Uber den
Versuchszeitraum waren eine zunehmende Viskositatsabnahme und eine braun-

rétliche Verfarbung der Ostim®-Paste zu beobachten.

Die folgenden Abbildungen zeigen den makroskopischen Aspekt der medial
erbffneten Femura nach zwei- bzw. vierwdéchiger Implantation von Ostim® und

Ostim® plus.

Abbildung 18: Formschliissige Defektausfiillung durch homogenes Implantat/Ostim® (0), das im
Bereich der femuralen Diaphyse (FD) zunehmend rétlich geférbt ist (rO). Der Knorpel-Knochen-
Zylinder (KKZ) ist minimal im Implantationskanal abgesunken (Pfeil). EL=Epiphysenlinie,
FC=Femurkondyle. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.

Abbildung 19: Ausschnittveggré/&erung aus Abbildung 18. Formschliissige Defektausfiillung durch
homogenes Implantat/Ostim™~ (O), das im Bereich der femuralen Diaphyse (FD) zunehmend rétlich
geférbt ist (rO). Der Knorpel-Knochen-Zylinder (KKZ) ist minimal im Implantationskanal abgesunken
(Pfeil). ELK=Epiphysérer Lagerknochen. EL=Epiphysenlinie. FC=Femurkondyle. Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.
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Abbildung 20: Alizaringefdrbte Knochenneubildungen, insbesondere Epi- und Metaphyséar
(Rotfdrbung). Implantat schollig zerfallen (O). EL=Epiphysenlinie, FC=Femurkondyle. KKZ=Knorpel-
Knochen-Zylinder. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.

Abbildung 21: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 20. Alizarinrotgefédrbte Knochenneubildungen
(Pfeile), welche vom Lagerknochen aus das Implantat erschI/eBen Im Bereich der femuralen
Diaphyse (FD) umwachsen diese das schollig zerfallene Ostim® (O). Im Bereich des dorsalen
Spaltraumes (DSR) zwischen epiphysédrem Lagerknochen (ELK) und Knorpel-Knochen-Zylinder (KKZ)
kommt es zu einer vollstandigen knéchernen Uberbriickung (s. a. Hellfeldmikroskopische Ergebn/sse
Seite 81). Weiterhin formschliissiger Ausfiillung der noch vorhandenen Hohlrdume durch das Ostim®

(O). EL=Epiphysenlinie. FC=Femurkondyle. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei
Wochen.

Abbildung 22: Gegeniiber Gruppe 1 stérker aufgelockertes Ostim® (O). Replantierter Knorpel-
Knochen-Zylinder (KKZ) méaRig im Implantationskanal abgesunken. Makroskopisch keine erkennbare
nennenswerte Knochenneublldung EL=Epiphysenlinie. =~ FC=Femurkondyle. ~ELK=Epiphysérer
Lagerknochen. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.
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Abbildung 23: Alizarinrotgefdrbte Knochenneubildungen (Pfeile), die vom Lagerknochen ausgehen
und geringer ausgeprégt sind, als in der clindamycinfreien Vergleichsgruppe (Gruppe 2). Deutliche
Knochenneubildung im dorsalen Spaltraum (DSR) zwischen epiphysdrem Lagerknochen (ELK) und
replantiertem Knorpel-Knochenzylinder (KKZ). Das Implantat liegt metaphyséar aufgelockert vor (Om);
diaphysér kompaktes Implantatmaterial (Od). FC=Femurkondyle. EL=Epiphysenlinie. Implantat:
Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.

1V.3. Hellfeldmikroskopische Ergebnisse

IV.3.1. Ostim®

1V.3.1.1. Gruppe 1 (Ostim® - Zwei Wochen postoperativ)

Zwei Wochen postoperativ flllte das Implantat den Defektbereich sowie den

diaphysaren Knochenmarkraum gréftenteils aus (s. Abbildung 24 und Abbildung 25).

Der zentrale diaphysadre Markraum enthielt Uberwiegend kompaktes, zellfreies
Implantatmaterial, das zum Lagerknochen hin zunehmend mit Zellstrallen durchsetzt
war. Diese enthielten Makrophagen, mehrkernige Riesenzellen vom ungeordneten
Typ, Erythrozyten, wenige segmentkernige Granulozyten und ovalkernige Zellen (DD
undifferenzierte Mesenchymzellen, nicht aktive Osteoblasten, Fibroblasten; s. a.
Diskussion, Seite 141). Sehr vereinzelt fanden sich Fibrozyten (s. Abbildung 32).
Lagerknochennah drangen GefalRe in das Implantat vor (s. Abbildung 38 bis
Abbildung 42). Zeichen einer spezifischen Entziindungsreaktion mit Ausbildung von
Granulomen oder eine bindegewebige Einscheidung des Implantates waren nicht zu

beobachten.
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Im Bereich des epi- und metaphysaren Lagerknochens war das Ostim® schollig bis
granular zerfallen und von Blutgefél3en, Zellen der oben beschriebnen Populationen
und teilweise von Knochenneubildungen durchzogen (s. Abbildung 31 bis Abbildung
34). Makrophagen und mehrkernige Riesenzellen vom ungeordneten Typ lagen den
Ostim®-Partikeln vereinzelt direkt und formschliissig auf (s. Abbildung 37 bis
Abbildung 40).

Knochenneubildungen fanden sich insbesondere lagerknochennah, im Bereich der
Fraskanten sowie im Bereich der replantierten Knorpel-Knochen-Zylinder. Osteogen
aktive Zonen waren epiphysar bei zwei von vier Tieren, metaphysar bei allen (Dicke:
max. ca. 500 um) und diaphysér bei einem Versuchstier (ca. 200 um) vorhanden. In
einem Fall hatte eine nahezu vollstdndige trabekuldre Durchbauung des ca. 400 uym
messenden Spaltraumes zur kondyldren Spongiosa stattgefunden (s. Abbildung 24
bis Abbildung 27).

Osteoblasten und Osteoblastenlayer mit korrespondierenden Osteoidsdaumen lagen
Knochen- bzw. Zylindertrabekeln und zum Teil Ostim®-Stiicken auf (s. Abbildung 28
und Abbildung 37). Vereinzelt wurden Ostim®-Stiicke formschliissig in neu gebildete
Knochentrabekel integriert (s. Abbildung 29 und Abbildung 35).

Die Knochenneubildungen wiesen lagerknochennah eine lamellare Struktur und in
der Toluidinfarbung eine hellblaue Farbe auf. Den Trabekeln waren
Osteoblastenlayer mit Osteoidsdumen aufgelagert. Die Intertrabekularrdume
enthielten zahlreiche Osteoblasten, ovalkernige Zellen, BlutgeféaRe und Makrophagen
(s. Abbildung 26 bis Abbildung 29). Zum Implantationskanal bzw. Implantat hin
bestand eine typische Geflechtknochenneubildung mit ungerichteter Osteoid-
produktion durch diffus verteilte Osteoblasten (s. Abbildung 33 bis Abbildung 35). Der
neu gebildete Knochen war osteozytenreich, tiefblau gefarbt und ging in eine
ungefarbte Fasermatrix Gber (s. Abbildung 36). Diese wies zahlreiche Osteoblasten

und ovalkernige Zellen auf.

Das Ostim® wies in osteogen aktiven Zonen eine Toluidinfarbung auf (s. Abbildung
24 und Abbildung 29). In Bereichen ohne reparative Knochenneubildung war es

ungefarbt und grenzte mit direktem Kontakt an die Fraskanten bzw. das diaphyséare



Ergebnisse Seite 83

Endost (s. Abbildung 24, Abbildung 25, Abbildung 31, Abbildung 41 und Abbildung
42).

Die replantierten Knorpel-Knochen-Zylinder waren ca. maximal 1 mm im
Implantationskanal abgesunken (s. Abbildung 24 und Abbildung 25). Die Zylinder-
trabekel wiesen umgebende Osteoblastenlayer und intertrabekuléare BlutgeféalRe auf.
Vereinzelt war eine osteoklastdre Knochenresorption zu beobachten (s. Abbildung
30).

Der Lagerknochen stellte sich vital, mit hellblauer Toluidinfarbung und
trabekelumgebenden Osteoblastenlayern sowie osteozytenbesetzten Knochen-
héhlen dar (s. Abbildung 26 und Abbildung 27). Das diaphysare Knochenmark war

frei von entzindlichen Infiltrationen und Fibrosierungen.

1V.3.1.2. Bilddokumentation — Hellfeldmikroskopie Gruppe 1

(Ostim® — Zwei Wochen postoperativ)

Abbildung 24: Formschliissig aufgefiillter Defekt- und Markraum mit gré8tenteils ungeférbtem Ostim®
(O). Der Knorpel-Knochen-Zylinder (KKZ) ist geringgradig im Implantationskanal abgesunken.
Knochenneubildungen (KN) im dorsalen Spaltraum. An metaphysédre Knochenneubildungen
angrenzende  Toluidinfarbung des Ostim® (TO). EL=Epiphysenlinie. Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. Sechsfache Vergré3erung.
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Abbildung 25: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 24. Dorsaler Zylinder-Lagerknochen-Spaltraum
(dSR) mit deutlicher trabekularer Knochenneubildung (KN) (s. a. Ausschnittvergré3erung Abbildung
26 und Abbildung 27). Ostim® im Bereich der Knochenneubildungen weitestgehend abgebaut, im
ventralen Spaltraum (vSR) liegt dieses aufgelockert vor, im metaphysédren Implantationskanal
kompakte Implantatmasse (O). Ventrale Fraskante (FK) glatt; ohne Knochenneubildungen.

FC=Femurkondyle. LK=epiphysérer Lagerknochen). Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei
Wochen. 12,5-fache Vergréf3erung.

Abbildung 26: Ausschmttvergro/&erung aus Abb//dung 25. Dorsaler Spaltraum (SR) zwischen
replantiertem Knorpel-Knochen-Zylinder (KKZ) und epiphysdrem Lagerknochen (LK). Sowohl vom
Lagerknochen als auch vom replantierten Zylinder ausgehende Knochenneubildung (KN). Kein
Ostim® mehr nachweisbar. Longitudinal getroffenes Gefd3 (V) im Spaltraum. Rahmen: s.

AusschnittvergréBerung Abbildung 27. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 100-
fache VergréBerung.

Abbildung 27: Ausschmttvergrol&erung aus Abbildung 26. Dorsaler Spaltraum (SR) zwischen
replantiertem Knorpel-Knochen-Zylinder (KKZ) und epiphysdrem Lagerknochen (LK). Sowohl vom
Lagerknochen als auch vom replantierten Zylinder ausgehende Knochenneubildung (KN). Keln
Ostim® mehr nachweisbar. Longitudinal getroffenes GefaR (V) im Spaltraum. Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 200-fache VergréBerung.
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Abbildung 28: Knochenneubildung aus dem ventralen Spaltraum zwischen replantiertem Knorpel-
Knochen-Zylinder und epiphysdrem Lagerknochen. Osteoblastenlayer (Olg mit Osteoidablagerung
(0S) auf Ostim® (O). Sich einmauernde Osteozyten (OZ). Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit:
Zwei Wochen. 1000-fache Vergré3erung.

Abbildung 29: E(é)iphysére lagerknochennahe Knochenneubildung auf beiden Seiten von toluidin-
geférbtem Ostim™, das hierdurch mit direktem Kontakt in das von Osteoblastenlayern (OL) gebildete

lamelldre Osteoid (OS) integriert wird. OZ=Osteozytenh6hle. E=Erythrozyt. Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 1000-fache VergréBerung.

i

Abbildung 30: Knochentrabekel des replantierten Knorpel-Knochen-Zylinder (T-KKZ) nach der

dorsalen Frédskante. Trabekelstédndiger mehrkernl('ger Osteoklast (Oié) mit Resorptionslakune (RL).

Intertrabekuldr gelegenes toluidingeférbtes Ostim™. Implantat: Ostim™. Nachbeobachtungszeit: Zwei
Wochen. 1000-fache Vergré3erung.
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Abbildung 31: Diaphysentrichter mit vom Lagerknochen ausgehender Geﬂechtknochenneublldungen
(KN) mit zelluldrer und vaskulédrer (V) ErschlieBung des schollig zerfallenen Ostim® (O). Die
Toluidinmarkierung des Implantates (TO) beschrénkt sich auf osteogenet/sch aktive Zonen. Rahmen:
AusschnittvergréBerung Abbildung 32 und Abbildung 33. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit:
Zwei Wochen. 100-fache Vergré8erung.

Abbildung 32: Ausschnittvergrél3erung aus Abbildung 31. Lagerknochennaher Implantatbereich mit
einsprossenden BlutgefédBen (V). Zelluldrer Durchsetzung der kleinschollig zerfallenen, toluidinblau-
geférbten Ostim®-Paste (TO) mit ovalkernigen Zellen (OV), vereinzelten Fibrozyten (FZ). Implantat:
Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 400-fache Vergréerung.

1w

Abbildung 33: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 31. Lagerknochennahe Geﬂechtknochen-

neubildung (KN) und vaskuldre ErschlieBung (V) des Implantates (TQO). Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.
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Abbildung 34: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 33. Geflechtknochenneubildung (KN) mit

Osteoblasten (OB) und Osteozyten (OZ). V=Blutgefal3. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit:
Zwei Wochen.

Abbildung 35: Knochenneubildung (KN) aus der Epiphysenregion mit Integration von toluidingeféarbten
Ostim®-Resten (TO) durch Osteoblasten (OB). Direkter Verbund mit Lagerknochen (LK).

OZ=0Osteozyten bzw. sich einmauernde Osteoblasten. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit:
Zwei Wochen. 1000-fache VergréBerung.

Abbildung 36: Region zwischen Femurdiaphyse (nicht im Bild) und Ostim®-gefL']IItem Markraum Das
Implantat (TO) weist zu den angrenzenden Geflechtknochenneubildungen (KN) hin eine zunehmende
Toluidinfarbung auf. F=nicht geférbte Kol/a(ge)fasern, die aus den Geflechtknochenneubildungen in die

Umgebung ziehen. Implantat: Ostim~. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 200-fache
Vergré3erung.
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Abbildung 37: Ventrale Diaphysentrichterregion. toluidingefdrbtes Ostim® (TO) mit aufliegendem
Osteoblasten/- /ager (OB) und Makrophagen (M). Mehrkernige Zelle (MZ). Ovalkernige Zellen (OV).
Implantat: Ostim™~. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 1000-fache Vergréf3erung.
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Abbildung 38 Periphere Implantatanteile im Diaphysentrichter. Granulére bis schollige Auflockerung
des Ostim® (O/TO) mit zellulérer Durchsetzung. Teilweise ist das Implantat toluidingefarbt (TO).

Rahmen: s. AusschnittvergréBerung Abbildung 39. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei
Wochen.
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Abbildung 39: Ausschn/ttvergroBerung aus Abbildung 38. Kapilldre ErschlieBung (V) des granular-
schollig zerfallenen Implantates (TO). Zelluldre Durchsetzung mit Makrophagen (M), die Ostim® zum

Teil direkt anlagern, sowie ovalkernigen Zellen (OV). Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei
Wochen.
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Abbildung 40: Ubergangsregion zwischen peripheren und zentralen Implantatbereichen im Bereich
des Diaphysentrichters. Das Implantat ist lagerknochennah (linke Bildhélfte) nicht klar abzugrenzen,
zum zentralen Markraum hin (rechte Bildhélfte) liegen noch Ostim®-Schollen (O). Diesen sind zwei
mehrkernige Zellen (MZ) und ein Makrophage direkt aufgelagert. Zwischen stark aufgelockertem
Ostim® liegende mehrkernige Riesenzelle (MRZ) vom ungeordneten Typ. Vereinzelt ovalkernige

Zellen (OV) und Erythrozyten (E). Kein Nachweis von Bindegewebe. Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 1000-fache Vergré3erung.
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Abbildung 41: Von ZellstralBen durchzogene Ostim®-Paste des peripheren diaphysédren Markraumes.
Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.
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Abbildung 42: Aufgelockertes, schollig zerfallenes, nicht gefarbtes Ostim® aus dem Ubergangsbereich
von zentralem zu peripherem Implantat. Durchsetzung mit Makrophagen (M), segmentkernigen
Granulozyten (SG), ovalkernigen Zellen (OV) und einzelnen Erythrozyten (E). Keine Ausbildung von
Bindegewebe. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.
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1V.3.1.3. Gruppe 2 (Ostim® - Vier Wochen postoperativ)

Vier Wochen postoperativ waren bei allen vier Tieren rege lagerknochenstandige
Geflechtknochenneubildungen zu beobachten. Eine vollstdndige kndcherne
Integration der Knorpel-Knochen-Deckel zeigten zwei Tiere. Der ca. 4,5 mm
durchmessende metaphysare Frasdefekt war in zwei Fallen fast vollstandig kndchern
durchbaut (s. Abbildung 43 und Abbildung 44 bis Abbildung 50).

Diaphysér wiesen drei von vier Tieren eine distal betonte, endostale, trabekuléare
Geflechtknochenneubildung auf, die bis maximal ca. 1,5mm in den Markraum
hineinragte (s. Abbildung 53 und Abbildung 54).

Die neugebildeten Knochenbélkchen waren lagerknochennah hellblau gefarbt,
lamell&r strukturiert sowie von Osteoidsdumen und Osteoblastenlayern umgeben (s.
Abbildung 45 bis Abbildung 48). Vereinzelt zeigten sich Osteoklasten mit
Howship’schen Lakunen als Zeichen eines stattfindenden Remodellings (s.
Abbildung 50 und Abbildung 51). Die defektstandigen Trabekel imponierten tiefblau
gefarbt, osteozytenreich und weniger kompakt. Teilweise wurden Ostim®-Stiicke
formschlissig und mit direktem Kontakt in die Knochentrabekel integriert (s.
Abbildung 54 und Abbildung 57 bis Abbildung 60).

Intertrabekuldr fanden sich Osteoblasten, ovalkernige Zellen, Makrophagen,
mehrkernige Riesenzellen vom ungeordneten Typ, Blutgefal3e und Granulozyten (s.
Abbildung 47 bis Abbildung 52). Aus den Knochentrabekeln zog eine ungefarbte
Fasermatrix mit parallel orientierten Fasern und eingestreuten ovalkernigen Zellen in
die Umgebung (Abbildung 55 und Abbildung 56).

Die Priifsubstanz war epi- und metaphysér bis auf wenige tiefblau gefarbte Ostim®-
Stucke abgebaut (s. Abbildung 43 bis Abbildung 45). Die Implantatreste verfugten
Uber angelagerte Makrophagen, mehrkernige Riesenzellen, Osteoblasten und
vereinzelt Osteoblastenlayer mit Osteoidsdumen (s. Abbildung 49, Abbildung 52 und
Abbildung 57 bis Abbildung 64). Der diaphysare Markraum enthielt Uberwiegend
grobschollig zerfallenes Ostim® mit eingewanderten Makrophagen, maRig vielen

mehrkernigen Riesenzellen vom ungeordneten Typ, segmentkernigen Granulozyten,
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ovalkernigen Zellen und Erythrozyten (s. Abbildung 43, Abbildung 53, Abbildung 54
und Abbildung 62 bis Abbildung 64). Zur Kortikalis hin war das Implantat zunehmend

aufgelockert und zellular durchsetzt.

Endostale diaphysare Geflechtknochenneubildungen integrierten gréRere Ostim®-
Schollen formschlissig mit direktem Kontakt (s. Abbildung 53 und Abbildung 54).
Das Implantat wies hier eine intensive Toluidinfarbung auf (s. Abbildung 59).
Osteogenetisch inaktive Areale enthielten dagegen ungefirbtes Ostim®. Eine

bindegewebige Reaktion war nicht zu beobachten.

Zwei Tiere wiesen im distalen Diaphysendrittel eine verstérkte periostale
Knochenneubildung auf. Die Ubrigen Lagerknochenanteile und das Knochenmark
stellten sich unaufféllig dar. Es fand sich insbesondere keine inflammatorische oder

fibrosierende Reaktion.

1V.3.1.4. Bilddokumentation — Hellfeldmikroskopie Gruppe 2

(Ostim® - Vier Wochen postoperativ)

Abbildung 43 (links): Vollstdndig kndchern integrierter Knorpel-Knochen-Zylinder (KKZ). Rege
Knochenneubildung (KN) im metaphysédren Implantationskanal. Epi- und metaphysér
fortgeschrittener Ostim®-Abbau. Diaphysérer Markraum mit grobscholligem Implantatmaterial (O).
toluidingeférbtes Ostim® (TO) in osteogenetisch aktiven Zonen. LK=Lagerknochen,
FC=Femurkondyle, EL=Epiphysenlinie. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.
Sechsfache Vergré3erung.

Rechts schematische Darstellung mit ,entfernter® Lagerknochenspongiosa sowie Knochen-
neubildungen.
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Abbildung 44: AusschnittvergréBerung aus der Epiphysenregion von Abbildung 43. Vollsténdig
knéchern integrierter Knorpel-Knochen-Zylinder (KKZ) und kndchern durchbauter metaphysérer
Implantationskanal (KN). Weitestgehend abgebautes Implantatmaterial, nur vereinzelt Nachweis von
Ostim®-Schollen (O). Linien=Verlauf = der ehemaligen Frdskanten. LK=Lagerknochen.

FC=Femurkondyle. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: ~ Vier Wochen. 12,5-fache
Vergré3erung.
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Abbildung 45: Rege Knochenneubildung (KN) aus dem vollstdndig durchbauten dorsalen Spaltraum
(zwischen Knorpel-Knochen-Zylinder und Lagerknochen (LK)). Multiple Osteoblastenlayer (gOB) mit
korrespondierenden Osteoidsdumen (OS). Rahmen: s. Abbildung 46. Implantat: Ostim~. Nach-
beobachtungszeit: Vier Wochen. 200-facheVergré3erung.

Abbildung 46: AusschnittvergréBerung
aus Abbildung 45.

Knochenneubildung mit angelagerten
Osteoblasten-layer (OL) und Osteoid-
sdumen (0OS). OZ=sich einmauernder
Osteoblast/Osteozyt.

Implantat: Ostim®
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.
1000-fache Vergréerung.
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Abbildung 47: Appositionelle Knochenneubildung/Osteoidproduktion durch stoffwechselaktive, kuboid

geformte Osteoblasten/Osteoblastenlayer (OL). OZ=0Osteozyten. Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache Vergré3erung.

Abbildung 48: Unterschiedliche Stadien der Knochenneubildung. Links im Bild ungerichtete
Geflechtknochenneubildung durch Osteoblasten (OB). Mittig und rechts im Bild Osteoblastenlayer

(OL) mit gerichteter Osteoidproduktion (OS). OZ=Osteozyten. OV=ovalkernige Zelle. Implantat:
Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache Vergréf3erung.

Abbildung 49: Implantatreste (TO/O) mit angelagerter mehrkerniger Zelle (MZ) sowie
Knochenneubildung (KN) mit direktem Kontakt. Gegenlberliegende Knochenneubildung mit

Osteoblastenlayer (OL). Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache
Vergréerung.
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Abbildung 50: Mehrkerniger Osteoklast (OK) angelagert an Geflechtknochenneubildung (KN) als

Zeichen eines stattfindenden Remodelling. Mehrere Osteozyten (OZ). Sich einmauernder Osteoblast
(OB). Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache Vergré8erung.
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Abbildung 51: Dorsaler Spaltraum zwischen Knorpel-Knochenzylinder und Lagerknochen: An
Knochenneubildungen (KN) angelagerter mehrkerniger Osteoklast (OK) mit unregelméilig begrenztem

Zytoplasma zum Knochen hin. OZ=0steozyt. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.
1000-fache Vergréerung.
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Abbildung 52: Dorsaler Spaltraum: An Implant (TO) angelagerter Makrophage @(M) und mehrkerniger
Osteoklast (OK) mit unregelmal3ig gestalteter Zytoplasmagrenze zum Ostim~ hin (ruffled borderé.

KN=Knochenneubildung mit Osteoblasten und Osteozyten. OV=0Ovalkernige Zelle. Implantat: Ostim".
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache Vergrél3erung.
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Abbildung 53: Diaphysédre Geflechtknochenneubildungen (KN) mit formschlissiger Integration
toluidingefarbter Ostim®-Stiicke (TO). Im zentralen Markraum gréere ungeféarbte Ostim®-Schollen

(O). DC=diaphysére Kortikalis. Rahmen: s. Ausschnittvergréerung Abbildung 54. Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 12,5-fache Vergré3erung.
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Abbildung 54: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 53. Ostim® teils toluidingefarbt (O/TO) mit
bindegewebsfreiem Kontakt zu neugebildeten Geflechtknochentrabekeln (KN). Leitschienenfunktion

der Ostim®-Schollen im Sinne einer Osteokonduktion. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier
Wochen.
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Abbildung 55: Femurale Diaphysenregion: Implantatnahe Geflechtknochenneubildung (KN) mit
Fasermatrix (FM), welche in neu gebildete Geflechtknochentrabekel libergeht. Toluidinfarbung des

Implantates (O) betont im den osteogen aktiven Bereichen (TO). Rahmen: s. Ausschnittvergréf3erung
Abbildung 56. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.
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Abbildung 56: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 55. Implantatnahe (TQO) Geflechtknochen-
neubildung (KN) mit umgebender Fasermatrix (FM). Im Bereich der osteogen aktiven Zone ist d/e

Fasermatrix mit Osteoid (OS) durchsetzt; - dies verliert sich im Verlauf. Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.

Abbildung 57: Rege Knochenneubildung (KN) mit Ost/m -angelagen‘en Osteoblastenlayern (OL) und
Toluidinfdrbung des Implantates (TO). Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.

Abbildung 58: Toluidingefédrbtes Implantat aus der peripheren Implantatregion des Diaphysentrichters.
Aufgelagertes Osteoid (OS) und Geflechtknochen (KN). OL=0Osteoblastenlayer, OZ=0steozyten. Das
Ostlm weist zu der osteogen aktiven Zone eine zunehmend stérkere Toluidinfarbung auf. Implantat:
Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache VergréBerung.
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Abbildung 59: Direkte osteoblédstdre Knochenapposition auf toluidingefarbtes Ostim® ( TO%
OB=0Osteoblasten. OL=Osteoblastenlayer. 0OS=0Osteoidsaum. 0OZ=0Osteozyt. Implantat: Ostim".
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache Vergrél3erung.

Abbildung 60: Zentraler metaphysarer Implantationskanal: Zahlreiche mehrkernige Riesenzellen (MZ),
die Implantatstiicke umgeben. Ostim® mit aufgelagertem Osteoid weist in den Randbereichen eine
zunehmende Toluidinfarbung auf (TO). KN=Knochenneubildung. Rahmen: Ausschnittvergré3erung
Abbildung 61. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.
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Abbildung 61: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 60. Von mehrkernigen Riesenzellen (MZ)
nahezu  umgebenes Ostim®-Stiick (0).  KN=Knochenneubildung.  Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache Vergré3erung.
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Abbildung 62: Zentraler diaphysédrer Markraum. Einwandern von Zellen zwischen zwei gré3ere
Ostim®-Schollen (O).  M=Makrophagen. =~ OV=Ovalkernige  Zellen.  Implantat:  Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache Vergré3erung.

Abbildung 63: Zentraler diaphysérer Markraum. Kompakte toluidingefédrbte Implantatmassen (TO) mit
aufliegenden mehrkernigen Zellen. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-
fache VergréRerung.
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Abbildung 64: Kompakte Implantatmassen des diaphyséren Markraumes (O) mit aufgelagerten
mehrkernigen Zellen (MZ). Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache
Vergréerung.
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IV.3.2. Ostim® plus 10/20

Zwischen den Implantatgruppen mit 10 bzw. 20%-iger Clindamycinaktivitat ergaben
sich histologisch keine signifikanten Unterschiede, sodass diese Ergebnisse

gemeinsam dargestellt werden.

IV.3.2.1. Gruppe 3 (Ostim® plus - Zwei Wochen postoperativ)

Zwei Wochen nach Implantation waren der Defektkanal und der diaphysare
Markraum gréfBtenteils mit kompaktem grobgranuldrem und zellfreiem Ostim® plus
ausgefillt (s. Abbildung 65, Abbildung 71 und Abbildung 79).

In den Spaltrdumen zwischen Knorpel-Knochen-Zylinder und Lagerknochen lag das
Implantat aufgelockert vor und war von Makrophagen, Granulozyten, Erythrozyten
und ovalkernigen Zellen durchsetzt. Vereinzelt fanden sich BlutgefaRe. Mehrkernige
Riesenzellen, Osteoblasten oder implantatdurchsetzende Zellstrallen konnten nicht
beobachtet werden (s. Abbildung 66 bis Abbildung 68 und Abbildung 75 bis
Abbildung 77).

Die replantierten Knorpel-Knochen-Zylinder lagen dem Implantat auf und waren im
Implantationskanal maximal 2 mm unter das Gelenkniveau abgesunken (s.
Abbildung 65).

Defektstdndige Knochenneubildungen hatten nicht stattgefunden. Die Fréskanten
stellten sich Uberwiegend glatt dar und wiesen vereinzelt
Knochenmehlauflagerungen auf (s. Abbildung 66 bis Abbildung 68 und Abbildung
71). Zwei Tiere zeigten geringgradige Geflechtknochenneubildungen in der
epiphysdren Spongiosa (s. Abbildung 69 und Abbildung 70). Ebenfalls bei zwei
Tieren war eine beginnende Geflechtknochenneubildung an implantatangrenzenden
Lagerknochentrabekeln der Metaphyse zu beobachten (s. Abbildung 71 bis
Abbildung 74).

Im diaphysdren Markraum grenzte das Ostim® plus Uberwiegend direkt an die

diaphyséare Kortikalis oder vitales Knochenmark (s. Abbildung 78). Sehr vereinzelt
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fand sich parallel strukturiertes Fasergewebe, das dem Implantat aufgelagert war.
Dieses war nur umschrieben vorhanden; - abgegrenzte membranése Struktur waren
nicht ausgebildet. Im Diaphysentrichter eines Tieres erreichte dieses Fasergewebe

eine maximale Dicke von ca. 200 um (s. Abbildung 80).

Die Prifsubstanz war grofitenteils ungefarbt, wies jedoch diffus eingestreute toluidin-
gefarbte Ostim®-Globuli auf (s. Abbildung 65, Abbildung 69, Abbildung 71 und
Abbildung 78 bis Abbildung 79). Eine Korrelation dieses Farbeverhaltens mit

osteogenetischen Prozessen bestand nicht.

Der Wirtsknochen stellte sich vital dar.

1V.3.2.2. Bilddokumentation — Hellfeldmikroskopie Gruppe 3

(Ostim® plus — Vier Wochen postoperativ)

Abbildung 65: Der Frdskanal sowie der diaphysédre Markraum wird von weitestgehend kompaktem
Ostim® plus (O) formschliissig ausgefiillt. Das Implantat imponiert mit diffus eingestreuten toluidin-
geférbten Ostim®-Globuli. Der replantierte Knorpel-Knochen-Zylinder (KKZ) ist geringfiigig im Defekt
abgesunken. FC=Femurkondyle. EL=Epiphysenlinie. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit:
Zwei Wochen. Sechsfache VergréBerung.
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Abbildung 66: Ca. 400 um messender Spaltraum zwischen replantiertem Knorpel-Knochen-Zylinder
(KKZ) und eplphysarer Lagerknochenspongiosa (LK) mit zelluldr durchsetztem und teilweise
abgebautem Ostim® plus (O). Weitestgehend glatt begrenzte Fraskanten ohne Osteolysen mit

Knochenmehlauﬂagerungen (KM). Knochenneubildungen sind nicht vorhanden. Implantat:
Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.

bttt
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Abblldung 67: Glatte Frdskante des metaphysdren Lagerknochens (LK) mit bindegewebsfreiem

Ostim®-Kontakt. Kompakt—granulares Implantat (O) mit beginnender zelluldrer ErschlieBung (Z).
KM=Knochenmehl. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.

0
. ‘e
:
tsm
‘ .
oy
@
X

Abbildung 68: Dorsale metaphysére Frédskante (FK) mit Knochenmehlauflagerungen (KM).
Angrenzendes grob granuldres Implantat (O) zellulér durchsetzt mit Makrophagen (M), Erythrozyten

(E) und ovalkernigen Zellen (OV). Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.
1000-fache VergréBerung.
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Abbildung 69: Defektferner epiphysérer Lagerknochen (LK) mit zum Implantationskanal hin (rechts im
Bild) angrenzender Geflechtknochenneubildung (KN). Rahmen: s. AusschnittvergréBerung Abbildung
70. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 100-fache Vergré3erung.

Abbildung 70: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 69. Defektferner epiphysérer Lagerknochen
(LK) mit aufgelagertem Osteoid (OS) und Osteoblastenlayern (OL). Intertrabekuldr Iiegende

ovalkernige Zellen (OV). OZ=Osteozyten. KN=Geflechtknochenneubildung. Implantat: Ostim™ plus.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 400-fache VergréBerung.

Abbildung 71: Proximales Ende der dorsalen Frédskante (FK) mit angrenzendem metaphysédrem
Implantationskanal. Beginnender Abbau des Implantates, welches zum Teil toluidingeféarbt ist (TO).

LK=Metaphysérer Lagerknochen. Rahmen: s. AusschnittvergréBerung Abbildung 72. Implantat:
Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.
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Abbildung 72: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 71. ,Angeschnittene” metaphysére
Lagerknochentrabekel (LK) mit zelluldrer Durchsetzung (Z) der intertrabekuldren Rdume. Im
Implantationskanal peripher aufgelockertes und teilweise abgebautes Ostim® — zentral kompakte

Implantatmassen (O/TO). Rahmen: s. AusschnittvergréBerung Abbildung 73. Implantat: Ostim® plus.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.
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Abbildung 73: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 72 Beginnende Knochenneubildung. Einerseits
als Geflechtknochenneubildung mit ausstrahlender Fasermatrix im metaphyséren Implantationskanal
lagerknochennah; - andererseits als Osteoidablagerung (OS) auf vorhandene Lagerknochentrabekel
(LK) durch Osteoblastenlayer (OL). Das Implantat ist feingranuldr zerfallen (O) oder abgebaut.
Rahmen: s. AusschnittvergréBerung. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.
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Abbildung  74:  AusschnittvergréBerung aus  Abbildung 73.  Osteoid (OS)-sezernierende
Osteoblastenlayer (OL) auf Lagerknochentrabekel der Metaphyse. Feingranuldr vorliegendes
ungeférbtes Implantat (O). Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.
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Abbildung 75: Zylinder-Lager-Spaltraum gefiillt mit grob granulérem Ostim® plus und eingewanderten
Zellen. E=Erythrozyten. Segmentkerniger  Granulozyt  (SG). Implantat: Ostim® plus.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 1000-fache VergréBerung.
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Abbildung 76: Zylinder-Lager-Spaltraum gefiillt mit grob granuldrem Implantat und eingewanderten
ovalkernigen Zellen (OV) und Erythrozyten (E). Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei
Wochen. 1000-fache Vergré3erung.

Abbildung  77:  Vaskularisation im  dorsalen Zylinder-Lager-Spaltraum.  E=Erythrozyten.
SG=Segmentkerniger Granulozyt. Ubrige Zellen nicht sicher differenzierbar. Implantat: Ostim® plus.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 1000-fache VergréBerung.
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Abbildung 78: Kompaktes zellfreies Implantat (O) mit fokaler Toluidinfarbung (TO) aus der
Diaphysenregion mit direkt angrenzendem zellreichem Knochenmark (KM). Implantat: Ostim® plus.
Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 1000-fache VergréBerung.
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Abbildung 79: Zentraler diaphysédrer Markraum mit kompakt-granuldrem ze//fre/em Ostim® plus.
Grétenteils ungefarbtes Implantat mit diffus eingestreuten toluidingeférbten Ostim®-Globuli (OG).
Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen.

Abbildung 80: Diaphysentrichter mit vermehrter bindegewebiger Fasermatrix, die dem Ostim® plus (O)
aufgelagert ist (Iedlgllch bei einem Tier in dieser Stdrke (ca. 200 um) ausgebildet). OV=0Ovalkernige
Zelle. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 400-fache Vergréerung.
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1V.3.2.3. Gruppe 4 (Ostim® plus - Vier Wochen postoperativ)

Nach vierwdchiger Implantation von Ostim® plus fiillte die Priifsubstanz noch groRe
Teile des Defektkanals und des diaphyséren Markraumes aus (s. Abbildung 81 und
Abbildung 82).

Epiphyséar und peripher metaphysar lag sie kleinschollig bis grobgranular zerfallen
vor und war von zahlreichen BlutgefaRen und Makrophagen, mehrkernigen
Riesenzellen vom ungeordneten Typ, ovalkernigen Zellen sowie segmentkernigen
Granulozyten durchsetzt (s. Abbildung 88 bis Abbildung 90, Abbildung 94 und
Abbildung 95).

Zentrale metaphysdre und diaphysdre Bereiche enthielten eine kompakte
Implantatmasse, die von Zellstralen aus Makrophagen, Erythrozyten und

vereinzelten Granulozyten durchsetzt war (s. Abbildung 96).

Lagerknochenstdndige Knochenneubildungen konnten insbesondere epi- und
metaphysar beobachtet werden (s. Abbildung 82 bis Abbildung 92 und Abbildung
83). Diese waren tiefblau gefarbt, osteozytenreich und von zahlreichen Gefalken,
mafig vielen Osteoblasten, Makrophagen, mehrkernigen Riesenzellen, wenigen
Osteo-klasten und Granulozyten umgeben (s. Abbildung 90 bis Abbildung 93).
Einzelne Implantatstiicke wurden formschlUssig und mit direktem Kontakt integriert
(s. Abbildung 84 bis Abbildung 86). Neu gebildeter Geflechtknochen ging in eine
ungefarbte Fasermatrix tUber (s. Abbildung 90).

Der Knorpel-Knochen-Zylinder heilte bei zwei von funf Tieren vollstdndig knéchern
ein. In einem Fall war der Zylinder ca. 3 mm im Implantationskanal abgesunken und
der Defekt gelenkflachennah kndchern Uberbriickt (s. Abbildung 87). Metaphysére

Neoossifikationen der Fraskanten waren bei drei Tieren ausgebildet.

Die diapysare Kortikalis stellte sich Uberwiegend glatt und mit direktem
Implantatkontakt dar. Das diaphysdre Endost eines Tieres wies Geflechtknochen-

neubildungen auf, die bis ca. 500 um weit in den Markraum hineinragten.
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In osteogenetisch aktiven Bereichen wies Ostim® plus eine tiefblaue Toluidinfarbung
auf (s. Abbildung 82 bis Abbildung 86 und Abbildung 88). Ansonsten kam es
tiberwiegend ungefarbt, mit diffus eingelagerten hellblauen Ostim®-Globuli zur
Darstellung (s. Abbildung 88 und Abbildung 94 bis Abbildung 97).

Der Wirtsknochen war vital.

1V.3.2.4. Bilddokumentation — Hellfeldmikroskopie Gruppe 4

(Ostim® plus — Vier Wochen postoperativ)

Abbildung 81: Tellwelse knéchern integrierter Knorpel-Knochen-Zylinder (KKZ). Epiphysér gré3tenteils
abgebautes Ostim® plus. Metaphysér aufgelockertes teils abgebautes Implantatmaterial. Diaphysér
kompakte,  ungeférbte Imp/antatmasse (0).  KN=Knochenneubildung, @ FC=Femurkondyle,
EL=Epiphysenlinie. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. Sechsfache
Vergré3erung.
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Abbildung 82: Im Vergleich mit Abb/ldung 81 geringere Knochenneub/ldung Nur geringe
Knochenneubildung (KN) am proximalen dorsalen Spaltraum (SR). Im Bereich der osteogen aktiven
Zone ist das Implantat toluidingeférbt (TO), sonst weitestgehend ungeférbtes Ostim® plus (O).
FC= Femurkondy/e KKZ=Knorpel-Knochen-Zylinder. EL=Epiphysenlinie. LK=Lagerknochen.
Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 12,5-fache Vergréf3erung.
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Abbildung 83: Metaphysérer Implantationskanal (Linien = ehemalige Fréskanten). Trabekuldre
Knochenneubildungen (KN) mit Integration von wenigen noch vorhandenen toluidingeférbten Ostim®-
Resten (TO). KKZ=proximaler Knochentrabekel des Knorpel-Knochenzylinders. LK=Lagerknochen.
Rahmen: s. Ausschnittvergréf3erung Abbildung 84. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit:
Vier Wochen. 25-fache Vergré3erung.

Abbildung 84: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 83. Kndcherne Integration eines proximalen
Zylindertrabekels (KKZ2) durch appositionelles Knochenwachstum und  trabekulédre
Geflechtknochenneubildungen (KN). toluidingeférbte Ostim®-Stiicke (TO) werden mit direktem
Knochen-Osteoid-Kontakt in die Knochentrabekel integriert. Rahmen: s. AusschnittvergréBerung
Abbildung 85. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 100-fache Vergré3erung.

Abbildung 85: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 84. Knochentrabekel des Knorpel-Knochen-

Zylinders (KKZ) mit aufgelagerten Knochenneubildungen (KN). Knéchern integrierte toluidingefédrbte

Implantatreste (TO). Rahmen: s. Abbildung 86. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier
Wochen. 200-fache Vergrél3erung.
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Abbildung 86: AusschnittvergréBerung aus Abbildung 85. toluidingeférbtes Implantatstiick mit

aufgelagerter Knochenneubildung (KN). OZ=0steozyt. Implantat: Ostim™ plus. Nachbeobachtungszeit:
Vier Wochen.

Abbildung 87: Bei einem Tier Absinken des Knorpel-Knochen-Zylinders im Implantationskanal (I)
(Zylinder nicht im Bild). Ausbildung einer kndchernen Briicke durch Geflechtknochen (KN).
FC=Femurkondyle. O=Ostim®-Stiicke. FK=Fréskante. LK=epiphysérer Lagerknochen. Implantat:
Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 12,5-fache VergréRerung.

Abbildung 88: Metaphysérer Implantationskanal mit zentral kompaktem Implantat (O); -
lagerknochennah schollig zerfallenes Ostim® plus mit Toluidinfdrbung (TO). Frédskante (FK) mit
beginnender Knochenneubildung (KN). LK= Lagerknochen. Rahmen: s. AusschnittvergréBerung
Abbildung 89. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 25-fache Vergré3erung.
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Abbildung 89: AusschnittvergréBerung aus Abblldung 88. Von der Frédskante ausgehende
Geflechtknochenneubildung (KN) mit ausstrahlender Fasermatrix (FM) Vaskuldre (V) und zellulédre
ErschlieBung des granuldr bis schollig zerfallenen Ostim® plus (0). Rahmen: s

AusschnittvergréBerung Abbildung 90. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.
100-fache Vergré3erung.

Abbildung 90: Ausschn/ttvergroBerung aus Abbildung 89. Trabekulére Geﬂechtknochenneublldungen
(KN) (ausgehend von der metaphyséren Fréaskante) mit angrenzender mmeralts:erender Fasermatrix
(FM). Zelluldr-vaskuldre ErschlieBung des schollig zerfallenen Ost/m plus (O) durch ovalkernige

Zellen (OV), mehrkernige Zellen (MZ) und GeféRe (V). Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit:
Vier Wochen. 400-fache Vergré3erung.

Abbildung 91: Vom Lagerknochen (LK) ausgehende Geflechtknochenneubildung  (KN).

OB=0Osteoblasten. OZ=0Osteozyten. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.
1000-fache Vergréerung.
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Abbildung 92: Unterschiedliche Stadien von Knochenneubildungen (KN) — angegliedert an

metaphysédren Lagerknochen (LK). OZ=Osteozyten. OS=Osteoidsaum. Implantat: Ostim® plus.
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-fache Vergrél3erung.

Abbildung 93: Mehrkerniger Osteoklast im Bereich einer Knochenneubildung. Im neu gebildeten

Knochen zahlreiche Osteozyten. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-
fache Vergré3erung.

(0] Ve
“ *
G
>
!‘ L
< 4
"% . =g
’ .\" o ’
by ~
2  # .
<M Kl Y \

=

Abbildung 94: Zelluldr durchsetztes, granuldr aufgelockertes Ostim® plus (O) eines Zylinder-
Lagerknochen-Spaltraumes. M=Makrophage. OVZ=ovalkernige Zellen. E=Erythrozyten.

SG=Segmentkerniger Granulozyt. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 1000-
fache Vergré3erung.
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Abbildung 95: Zelluldr durchsetztes, granuldr aufgelockertes Ostim® plus (O). M=Makrophage.
OV=ovalkernige Zelle. SG=Segmentkernige Granulozyten. Implantat: Ostim® plus.
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.

TO

Abbildung 96: Zelluldre ErschlieBung des granulér strukturierten Ostim® plus im zentralen diaphyséren

Markraum durch ZellstraBen (ZS). Das lmglantat ist weitestgehend ungefarbt mit einzelnen
toluidingefarbten Globuli (TO). Implantat: Ostim™ plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.
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Abbildung 97: Kompaktes Ostim® plus des zentralen diaphyséren Markraumes, das durch Zellstral3en
erschlossen wird. Implantat: Ostim® plus. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.
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IV.3.3. Zusammenfassung der hellfeldmikroskopischen

Ergebnisse

o Eine zu beobachtende zelluldre Implantaterschliefung, Neovaskularisation und
Knochenneubildung sowie der Implantatabbau erfolgten jeweils vom

Wirtsknochen aus.

o Es fand eine direkte Osteogenese statt, ohne die Ausbildung knorpeliger
Zwischenstufen. Ostim®-umgebende Osteoblastenlayer mit Osteoidapposition
auf Implantatoberflachen fllhrten zu einer formschliissigen knéchernen

Integration einzelner Implantatsticke.

o Die =zellulare Reaktion zeigt eine initiale Implantaterschlielung durch
Makrophagen und segmentkernige Granulozyten. Begleitet von zunehmender
Vaskularisation treten im Verlauf mehrkernige Riesenzellen vom ungeordneten
Typ, ovalkernige Zellen, Osteoblasten und vereinzelt Osteoklasten auf.

Fibroblasten kommen nur sporadisch vor.

e Es war eine geringgradige und Uber die Nachbeobachtungszeit leicht
ricklaufige granulozytdre Reaktion zu beobachten. Eine spezifische
Entziindungsreaktion mit lymphozytaren oder granulomatésen Komponenten

trat nicht auf.

o Es bestand Uberwiegend ein direkter Implantat-Knochen- und Implantat-Zell-
Kontakt. Lediglich bei Ostim® plus fanden sich vereinzelt geringe Mengen von
Bindegewebsfasern, die dem Implantat aufgelagert waren. Eine bindegewebige
Abkapselung im Sinne einer membranésen Einscheidung war nicht ausgebildet.
Davon abzugrenzen ist eine im Bereich von Geflechtknochenneubildungen zu
beobachtende ungefarbte Kollagenfasermatrix mit integrierten und umgebenden

Osteoblasten. Diese geht direkt in Geflechtknochentrabekel tber.

o In osteogenetisch aktiven Zonen wies das angrenzende Implantat eine

Toluidinfarbung auf.

o Die Prufsubstanz unterlag im Bereich von Knochenneubildungen einem

vollstandigen Abbau.



Ergebnisse Seite 114

o Osteoklastéare Resorptionsprozesse fanden sich in sehr geringer Zahl an
randstandigen Trabekeln des Knorpel-Knochen-Zylinders. Bei hoher osteogener
Aktivitdt war ein osteoklastdres Remodelling von neu gebildeten

Geflechtknochentrabekeln nachweisbar.

° Das Knochenmark wies keine inflammatorischen oder fibrosierenden Prozesse

auf. Der Wirtsknochen stellte sich vital dar.

Die Gruppen 1 und 2 unterschieden sich hellfeldmikroskopisch von den

clindamycinhaltigen Tieren der Gruppe 3 und 4 in folgenden Punkten:

o Eine feinkristallinere Implantatstruktur im Gegensatz zu einem grobgranularem

Erscheinungsbild von Ostim® plus.

e  Zellulare und vaskulare Implantaterschlie®ung, Knochenneubildungen und der
Ostim®-Abbau traten frilher und in stirkerem MaBe auf, als unter
Clindamycinzusatz. Dies wurde insbesondere bei der osteogenetisch gering

aktiven Gruppe 3 deutlich.
o Die granulozytare Reaktion war geringer ausgepragt.
e  Mehrkernige Riesenzellen vom ungeordneten Typ fanden sich deutlich haufiger.

o Korrelierend mit der héheren osteogenetischen Aktivitdt zeigte sich eine
intensivere  Toluidinfarboung  der  Prifsubstanz  im  Bereich  von

Knochenneubildungen.
e  Bindegewebsfasern waren nicht ausgebildet.
o Die Knorpel-Knochen-Zylinder dislozierten in geringerem Mal3e.

o Implantat, welches fern von osteogenetischen Prozessen lag, wies keine
Toluidinfarbung auf. Bei den clindamycinhaltigen Gruppen 3 und 4 waren hier

hellblau gefarbte Ostim®-Globuli diffus eingestreut.
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Tabelle 6: Tabellarische Zusammenfassung der hellfeldmikroskopischen Befunde in der Toluidinfdrbung.

Knochenneubildung Ostim®-aufgelagertes] ~ Formschlssig
Pri- Defektkanal Osteoblasten Osteoblastenlayer| Osteoidsaume Osteoid + Ostim®-umgebender
Gruppe [parat- / Markraum Osteoblasten Knochen
NI | Spalt-| £ | Vet | Dia | Epi | zyl |Met| Dia | zy1 | Epi | Met |Dial zy1 | Epi | Met |Dia|SP2! |epi| Met | Dia [SPAt| Epi | Met | Dia
rdume1 réaume réume
34 + B I = o o O T T T T O I S B + + + - - - - - + - +
1_ ® 35 - - + - + - |+ ] - - - + | + - - - - - - + - - - + -
(Ostim™/ 36 ++ ++ + - ++ |+ || - [+ |+ O+ - + + + + + + - - - + - -
2w) 37 - - + - + + | ++| - - -+ - - - + - - - - - - - - -
38 ++ ++ | ++ + ++ | + [+++]| + + |+ |+ |+ + + + + + | ++ - + + | +++| -
2_ ® 39 ++ ++ | ++ o S Bt + |+ | | - + + ++ | - (%) g\ ++ - (%) g | +++| -
(Ostim™/ 40 | +++ | ++ [FH+ | F+ [ [ FE [ A | | (] | | |+ + + | +++ | ++ [} + | +++ | ++
4w) 41 +++ | A+ [ FFF |+ [ | ||+ [ A [ | |+ + | ++| ++ - + ++ | +++ | -
30 - - + - + + - + + - - - + - - + - - - - - - - -
3 31 - + + - + + - + | - -+ - - - + - - - - - - - -
(Ostim® plus/| 32 - + - -+ |+ - - -] - - - - - - - - - - - i - - -
2 w) 25 - - - - - -1 -T-7T-1T-71-1T+7 - - |- - -1 - - - - - -
26 +++ [ +++ | ++ - ++ | ++ | ++ | + + + + + + + - - + + - - + + - -
4 28 +++ | ++ - - ||+ + + | ++ - - | ++ | ++ - - - - - - (%) (%] - -
(Ostim® plus/|_29 ++ + + = ++ | ++ | ++ | - - |+ + | - = + + = + + | - = + + = =
4 w) 24 -2 + + + ++ | ++ |+ | + - + | ++ | + - + - + + - - - + - -
33 +3 ++ + - ++ | ++ | + + - |+ |+ - - + + + - + - - - + - -
+++ = starke Knochenneubildung, Ostim®-Blau- bis —Violettfarbung/ vollstandige trabekuldre Durchbauung der Spaltrdume,
zahlreiche Blutgefdfle und Zellen sowie extraossére Fasermatrix
++ mafRige Knochenneubildung, Ostim®-BIauférbung; mafRig viele Blutgefalie, Zellen, extraossare Fasermatrix
+ = geringe trabekuldre Knochenneubildung, hellblaue bzw. globulare Ostim®-Férbung; - wenige Blutgefalie, Zellen, extraossare Fasermatrix
- = keine trabekuldre Knochenneubildung, Ostim®—Férbung, BlutgefalRe, Zellen, extraossdre Fasermatrix
@ = kein(e) Zylinder/Ostim®/extraossare Fasermatrix

1 Zwischen replantiertem Zylinder und umgebenden Lagerknochen (Breite: ca. 400 um)
2 Zylinderrest bis zur Epiphysenfuge abgesunken - breite Spaltrdume
3 Gelenknahe Knochenbriicke ausgebildet; Raume zwischen Zylinder und Lagerknochen ohne Knochenneubildung
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Tabelle 7: Fortsetzung der tabellarischen Zusammenfassung der hellfeldmikroskopischen Befunde.

Mehrkernige . . .
Pra Implantatmenge [Makrophagen Riesenzellgen Blutgefale Granulozyten Osteoklasten | Extraossdre Fasermatrix
rap.
Gruppe
Nr. |Spalt-| - . . . . : . ; .| Spalt-| - . . . . | Spalt- ; .
P Epi|Met|Dia| Epi [Met| Dia | Epi [Met|Dia [Zyll Epi|Met|Dia P Epi| Met [Dia| Epi | Met | Dia P Epi | Met | Dia
raume raume raume
1 34 | ++ [+ |+ | + | HE|FHH] F |+ | HH |+ | [ [ - + | + |+ ] + - - + + + ++
N o e I B [ S RS T B B e i B - - + -] - - + + + + +
Ostim®/ 35
I I e B I I I O e L N ARSI R - - + |+ ] - - - + + + -
-
37 | ++ [+ |[FHH[FHH| + || | - [ - | -+ - - + | + -] - - - + - - -
2 38 + + [+ [+ || - [FEFH| | - | -+ [ - + - + - + + - - + ++ -
39 - - ] [ - [ | - + | + (%) + + - |+ + - + + ++ +
(Ostim®/
4 w) 40 + E O I T I T S S T e o A I I (%) + | + [+ ] + + (%) ++ ++ ++
+ E o ) T T T T T O (S ) I (e + + |+ |+ |+ | ++ + + + +
41 %
30 ++ |+ [FH] - - - - - -+ + | - - - + + - + - - - + - -
3 31 ++ |+ | [+ + | + | - - - - - - + |+ ] - - - - - - -
(Ostim® plus 32 ++ |+ |+ + | + | - -+ - |+ - + + + - - - - - - -
2 w) 25 | 4+ |+ | H+ |[+HHH] - | + - -l - - -1-1-1- - + + - - - - - - - -
27 | +++ |[+++H| ++ | - - - - - - - -1 -1-1- - + + - - - - - - -
+ o I I T S S O 20 I 2 3 I o [ (e + - + -+ | ++ - - - + -
26
4 28 - - | [ [ - | | - |+ [ - (%) + + + | + - - - - - -
(Ostim®p|us/ 29 E N I B B e B e o B I B L A s + + |+ |+ | ++ = - + = = +
4 w) 24 N 0 I S I O O I I B E e s e - - + |+ ]| + - - - + - -
33 | 4+ |+ |HHH[ | HH |+ |+ [+ |+ ||| = + | + [+ ] + = + = ++ = =

+++ = starke Knochenneubildung, Ostim®-Blau- bis —Violettfarbung/ vollstandige trabekulare Durchbauung der Spaltrdume
zahlreiche Blutgefélle, Zellen, extraossare Fasermatrix

++ = maRige Knochenneubildung, Ostim®-BIauférbung
manig viele Blutgefale, Zellen, extraossare Fasermatrix
+ = geringe trabekuldre Knochenneubildung, hellblaue bzw. globulare Ostim®-Férbung

wenige Blutgefalie, Zellen, extraossare Fasermatrix
= keine trabekuldre Knochenneubildung, Ostim®-Férbung, BlutgefalRe, Zellen, extraossare Fasermatrix
kein(e) Zylinder/Ostim®/extraossare Fasermatrix

Q0
1
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IV.4. Fluoreszenzoptische Ergebnisse

IV.4.1. Ostim®

IV.4.1.1. Gruppe 1 (Ostim® - Zwei Wochen postoperativ)

Calceingriinmarkierung: siebter und zehnter postoperativer Tag

Die hellfeldmikroskopisch beschriebenen lagerknochensténdigen
Geflechtknochen-neubildungen wiesen einen kleineren, markraumzugewandten
Saum von nicht fluoreszierendem Gewebe und einen gréReren,
lagerknochenstandigen Anteil von schaumig-granuldrer Calceingriinfluoreszenz
auf (s. Abbildung 101). Dies entspricht einer beginnenden Knochenneubildung

vor dem siebten postoperativen Tag.

Das Implantat fluoreszierte in osteogenetisch aktiven Zonen homogen, wahrend
es in den Ubrigen Bereichen keine Fluorochromaufnahme aufwies (s. Abbildung
99).

Die Lagerknochenspongiosa prasentierte sich mit trabekelumgebenden Calcein-
gruneinzel- und -doppelbanden (s. Abbildung 100). Diese Markierung fehlte in

der anterioren epiphysaren Kondylenregion zweier Tiere.

1V.4.1.2. Bilddokumentation — Fluoreszenzmikroskopie Gruppe 1

(Ostim® — Zwei Wochen postoperativ)

Abbildung 98: Calceingriinmarkierte Knochenneubildungen des Lagerknochens und des
replantierten Knorpel-Knochen-Zylinders (KKZ). Implantationskanal fluoreszenzfrei (weille Linien
markieren  die  Fraskanten).  Einzelne  fluoreszenzmarkierte ~ Ostim®-Schollen  (FO).
EF=Epiphysenfuge. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. Sechsfache
Vergré3erung.
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Abbildung 99: Diaphysentrichter mit Iagerknochenstand/ger trabekulédrer Knochenneubildung (KN)
und angrenzendem fluoreszierenden Ostim® (FO). Die zentrale Implantatmasse des diaphyséren

Markraumes stellt sich fluoreszenzfrei dar (O). Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei
Wochen. 12,5-fache Vergré3erung.

Abbildung 100: Spaltraum zwischen epiphysédrer Spongiosa (LK) und replantiertem Knorpel-
Knochen-Zylinder (KK2): Lagerknochensténdige reparative trabekulére
Geflechtknochenneubildung (KN) mit dem Label des siebten bis zehnten postoperativen Tages.
Eine vollstandlge Durchbauung des Spaltraumes wird nicht erreicht. FK=Frdskante. Implantat:
Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Zwei Wochen. 100-fache Vergréerung.

Abbildung 101: Metaphysédre Geflechtknochenneubildungen, welche lagerknochensténdig das
Label des siebten und zehnten postoperativen Tages aufweisen und dieses zum Fréskanal hin
verliert.  FO=Fluoreszenzmarkiertes Ostlm unmarkiertes  Implantat im  zentralen

Implantationskanal (O). Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszelt Zwei Wochen. 200-fache
Vergré3erung.
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IV.4.1.3. Gruppe 2 (Ostim® - Vier Wochen postoperativ)

Calceingriinmarkierung: siebter und zehnter postoperativer Tag

Alizarinkomplexonmarkierung: 21. und 26. postoperativer Tag

Die in der Hellfeldmikroskopie beschriebenen neu gebildeten Knochentrabekel
trugen lagerknochennah ein schwaches, homogenes Calceingriinlabel sowie
umgebende Alizarineinzel- und —doppelbanden (s. Abbildung 105). Zum
Markraum-zentrum hin Uberwog eine schaumig-granuldre Alizarinfluoreszenz
(s. Abbildung 104). Daran schloss sich ein schmaler Saum unmarkierter

Knochenbélkchen an.

In allen osteogenetisch aktiven Bereichen fluoreszierten die Implantatreste
homogen (s. Abbildung 104 und Abbildung 105). Der metaphyséare Implantations-
kanal enthielt bei drei von vier Tieren nur markiertes Implantat. Bei dem Tier mit
der geringsten Knochenneubildung fand sich hier zentral unmarkiertes Ostim®.
Das Implantat des diaphysdren Markraumzentrums war bei allen Tieren
Uberwiegend fluoreszenzfrei. In osteogenetisch hoch aktiven Bereichen waren
schaumig-granulare und bandenfémige Alizarinfluoreszenzen dem Ostim® direkt
aufgelagert (s. Abbildung 104 und Abbildung 105).

Die replantierten Knorpel-Knochen-Zylinder zeigten trabekelumgebende Alizarin-
doppelbanden. Bei vollstdndig kndcherner Integration des Zylinders (zwei Tiere)
erstreckte sich dies Uber samtliche Trabekel des Zylinders; bei inkompletter

Einheilung nur peripher.

Die Lagerknochenspongiosa bestand fluoreszenzoptisch aus unmarkierten
kompakten Trabekeln mit umgebenden Calceingriin- und Alizarindoppelbanden
(s. Abbildung 102).

Die hellfeldmikroskopisch beschriebene Fasermatrix zeigte keine Fluorochrom-

aufnahme.
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1V.4.1.4. Bilddokumentation — Fluoreszenzmikroskopie Gruppe 2

(Ostim® - Vier Wochen postoperativ)

Abbildung 102: Fast vollstdndig knéchern durchbauter Implantationskanal mit dem Alizarinlabel
(rof) des 21. und 26. postoperativen Tages. KN=Knochenneubildungen, Linien: ehemalige
Fréskanten, KKZ=replantierter ~Knorpel-Knochen-Zylinder. Vereinzelte Ostim®-Reste  mit
Calceingriin- und  Alizarinfluoreszenz  (FO).  EF-Epiphysenfuge.  Implantat: Ostim®.
Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. Sechsfache VergréBerung.

Abbildung 103: Anndhernd vollstdndig knéchern durchbauter metaphysérer Frédskanal mit dem
Label des 21. — 26. postoperativen Tages. Weitestgehend abgebautes Implantatmaterial.
Einzelne Ostim®-Reste mit oberflichen-/randbetonter Alizarinfarbung. Im Lagerknochen
vereinzelte calceingriin-fluoreszierende intertrabekuldre Implantatreste. FO=Fluoreszierendes

Ostim® LK=Lagerknochen. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 25-fache
Vergré3erung.
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Abbildung 104: Zentraler metaphysédrer Implantationskanal mit calceingriinfluoreszierenden
Ostim®-Schollen und umgebenden Alizarindoppelbanden. Formschliissige Integration der
Implantatreste in trabekuldre Knochenneubildungen. Bildperipherie: Knochenneubildungen mit
lamellarer Struktur ohne Ostim®-Reste. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen.
200-fache Vergréerung.

Abbildung 105: Metaphysérer Implantationskanal: Rechte Bildhélfte: Vom Lagerknochen
ausgehender trabekuldrer Geflechtknochen mit dem Calceinlabel des siebten und zehnten
postoperativen Tages sowie aufgelagerter lamelldrer Mineralisation (Alizarinbande). In der linken
Bildhélfte angrenzende calceingriin- und alizarinmarkierte Ostim®-Schollen, teilweise mit auf-

gelagerten Alizarinbanden. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 400-fache
Vergréf3erung.
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IV.4.2. Ostim® plus

IV.4.2.1. Gruppe 3 (Ostim® plus - Zwei Wochen postoperativ)

Bei dieser Gruppe fand keine Fluorochrommarkierung statt.

IV.4.2.2. Gruppe 4 (Ostim® plus - Vier Wochen postoperativ)

Calceingriinmarkierung: siebter und zehnter postoperativer Tag

Alizarinkomplexonmarkierung: 21. und 26. postoperativer Tag

Zwischen den unterschiedlichen Clindamycinkonzentrationen bestanden keine
signifikanten fluoreszenzoptischen Unterschiede, sodass die Darstellung der

Ergebnisse gemeinsam erfolgt.

Im Vergleich zu den Gruppen 1 und 2 war eine deutlich geringere Fluoreszenz zu
verzeichnen (s. Abbildung 106). Die vorhandenen Knochenneubildungen trugen
ausschlieBlich das Label der Alizaringabe. Die lagerknochennahen
Knochenbalkchen wiesen Alizarineinzel- und —doppelbanden, welche zum
Markraum hin einer schaumig-granuléren Fluoreszenzstruktur wichen. Implantat-
angrenzend war ein schmaler unmarkierter Knochensaum zu beobachten. Das
Ostim® plus prasentierte sich gréftenteils unmarkiert. In osteogenetisch aktiven

Zonen bestand eine homogene Alizarinaufnahme (s. Abbildung 107).

Die Lagerknochentrabekel wiesen umgebende Calceineinzel- und Alizarin-
doppelbanden auf (s. Abbildung 107). Die Spongiosabélkchen der replantierten
Knorpel-Knochen-Zylinder enthielten nur bei kndchernem Kontakt mit

epiphysarem Lagerknochen angelagerte Alizarineinzel- und —doppelbanden.

Die hellfeldmikroskopisch beschriebene Fasermatrix zeigte keine Fluorochrom-

aufnahme.
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1V.4.2.3. Bilddokumentation — Fluoreszenzmikroskopie Gruppe 4

(Ostim® plus — Vier Wochen postoperativ)

Abbildung 106: Insgesamt deutlich verminderte Fluoreszenzintensitdt. Im metaphyséren
Implantationskanal sowie im zentralen Markraum findet sich unmarkiertes Ostim® plus (O). Weil3e

Linien=Fr&skanten. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. Sechsfache
Vergréerung.

Abbildung 107: Diaphysentrichter mit kortikalen Lagerknochenfluoreszenzen, endostaler
alizaringeférbten Knochenneubildungen (KN) und angrenzendem alizarinfluoreszierendem
Ostim® plus (FO). Im osteogenetisch inaktiven zentralen Markraum stellt sich das Implantat
ungefarbt dar. Implantat: Ostim®. Nachbeobachtungszeit: Vier Wochen. 25-fache Vergré3erung.
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1V.4.2.4. Zusammenfassung der fluoreszenzoptischen

Ergebnisse

o Die clindamycinhaltigen Gruppen wiesen eine schwachere und

flachenanteilig geringere Fluoreszenz auf, als die Vergleichsgruppen.

o Regelhaft auftretende reparative Geflechtknochenneubildungen begannen
bei Ostim® vor dem siebten bzw. zehnten postoperativen Tag. Unter
Clindamycinzusatz trugen sie alleinig die Alizarinmarkierung des 21. und 26.

postoperativen Tages.

o Bei vierwdchiger Nachbeobachtungszeit mit Ostim® stellten sich die neu ge-
bildeten Knochentrabekel markraumseitig schaumig-granuldr strukturiert
dar. Lagerknochennah waren sie von Alizarindoppelbanden umgeben und
wiesen damit auf eine lamellare Umstrukturierung am 21.-26.
postoperativen Tag hin. Bei Ostim® plus waren solche bandenférmigen

Fluoreszenzen in neu gebildeten Knochentrabekeln nicht nachweisbar.

o In  Knochenneubildungszonen zeigte Ostim® und Ostim® plus ein
homogenes Fluorochromsignal in Calceingriin und/oder Alizarinrot, welches
bezlglich Intensitdt und Fldchenausdehnung positiv.  mit  der

osteogenetischen Aktivitat korrelierte.

o In osteogenetisch hoch aktiven Bereichen der Gruppe 2 waren schaumig-
granulare und bandenfémige Alizarinfluoreszenzen dem Ostim® direkt auf-
gelagert. Die hellfeldmikroskopisch beschriebene Kollagenfasermatrix
zeigte keine Fluorochromaufnahme. Die Lagerknochentrabekel waren von

Fluoreszenzbanden der jeweils applizierten Fluorochrome umgeben.
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Die nachfolgende Tabelle zeigt die fluoreszenzoptischen Ergebnisse der

einzelnen Tiere bzw. Préaparate.

Tabelle 8: Tabellarische Darstellung der fluoreszenzoptischen Ergebnisse.

. ® Lagerknochen-
Knochenneubildung Ostim™-Fluoreszenz | 7vjinder-
Prap Defektkanal/Markraum y fluoreszenz
Gruppe |arat- S fluores- o
Nr. gg’aﬁ’_s' Meta- | Dia- | Epi- |Meta- | Dia- | zenz | Epi- |Meta- ph;as'e
rsume 4 physe |physe | physe |physe |physe physe |physe 5
20 + + + + + ++ - + +++ ++
1 21 ++ + - - + - - ++ +++ ++
(Ostim®, | 23 ++ + - + + - - ++ +++ ++
2w) 24 + + - - + - - ++ +++ ++
38 ++ ++ + (0] +++ = + +++ +++ +++
2 39 ++ ++ - (%] +++ - + ++ +++ +++
(Ostim®’, 40 +++ ++ ++ (%] +++ ++ +++ +++ +++ +++
4 w)
41 +++ ++ + (0] +++ + +++ +++ +++ +++
26 +++ + - (%] + - ++ ++ ++ ++
4 28 +++ + - (%] + - ++ + ++ ++
(Ostim® 29 + + - + + - + + ++ +
plus, | o4 + + - - + - + + ++ +
4 w)
33 ++ + - + - - + ++ + +

+++ = intensive Fluoreszenz bzw. vollstandige trabekuldre Durchbauung

++

malfige Fluoreszenz bzw. trabekuldre Knochenneubildung

+
1

schwache oder nur vereinzelte Fluoreszenz bzw. wenig trabekulére
Knochenneubildung
- = keine Fluoreszenz bzw. trabekulédre Knochenneubildung

@ = kein Ostim® vorhanden

4 Zwischen replantiertem Zylinder und umgebendem Lagerknochen (ca. 400 um)

5 End- und periostal betonte Fluoreszenz
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IV.5. Pharmakokinetische Untersuchungen

Um die Eignung von Ostim® plus als implantier- und resorbierbares Antibiotikum-
tragersystem fur die Behandlung von Knocheninfektionen zu untersuchen,
erfolgten neben einer histologischen Beurteilung die Messung von lokalen und
systemischen  Wirkstoffspiegeln ~ sowie = eine  Charakterisierung  der

Freisetzungskinetik in vitro.

IV.5.1. In-vitro-Elutionsversuch

Wihrend der dreitagigen Elution der sechs Ostim® plus-gefiillten Nylonbeuteln in
Phosphatpuffer erwies sich die Prifsubstanz als weitestgehend |6sungsstabil.
Nach zwélfstindiger Eluation war eine diskrete Triibung des Phosphatpuffers zu
erkennen. Die Ostim®-Menge in den Beuteln reduzierte sich wahrend des

Versuchs nicht merklich.

Die sechs Beutel enthielten durchschnittlich 129,05 mg Clindamycin. Hiervon
gaben sie in der ersten Stunde im Mittel 1282,08 pg/ml/h (SD: 127,60 ug/ml),
entsprechend 6410,40 pyg/h (SD: 637,98 ug) bzw. 4,97% ab. In der zweiten
Stunde verringerte sich dies auf durchschnittlich 399,57 ug/ml/h  (SD:
12,42 ng/mi/h) bzw. 1997,85 pg/h (SD: 62,09 pg/h). Von der siebten zur achten
Stunde betrug die Abgabe im Mittel 3,29 ug/ml/h (SD: 1,22 ng/mi/h)
bzw.16,47 pug/h (SD: 6,12 ug/h). Im Zeitraum von acht bis 24 Stunden wurden im
Mittel 0,21 pg/mi/h (SD: 0,11 ug/ml/h) bzw. 1,03 pg/h (SD: 0,56 ug/h) freigesetzt.
In den restlichen 48 Stunden betrug die stiindliche Abgabe durchschnittlich
0,01 ug/mi/h bzw. 0,05 pg/h. Dies veranschaulicht die folgende graphische
Darstellung (s. Abbildung 108).
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Abbildung 108: In-vitro-Freisetzungskinetik von Ostim® plus 25. Durchschnittliche Ostim®-
Menge/Nylonbeutel: 516,18 g; 129,05 mg Clindamycin. Eluatmenge: 5 ml. Temperatur: 37 °C.
Stichprobenumfang: 6. Arithmetische Mittelwerte mit Standardabweichung. Auf Grund geringer
Variabilitédten ist die Standardabweichung nur beim 1- und 3h-Wert erkennbar.

Kummulative Clindamycinfreisetzung (jg)
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Abbildung  109: Kumulative In-vitro-Freisetzung von Ostim® plus 25 im dreitdgigen
Elutionsversuch.  Durchschnittliche Ostim®-Menge/Nonnbeutel: 516,18 mg; 129,05 mg
Clindamycin. Eluatmenge: 5 ml. Elutionstemperatur: 3 °C. Stichprobenumfang: 6. Arithmetische
Mittelwerte mit Standardabweichung.
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Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes (72 h) setzte Ostim® plus 25 im
Mittel insgesamt 9877,25 ug (SD: 352,13 ug), entsprechend 7,65% des initial
vorhandenen Clindamycins frei. Innerhalb der ersten Stunde traten 4,97%, nach
zwei Stunden kumulativ 6,25% und nach vier Stunden 7,45% in das Eluat tber.
Nach acht Stunden waren insgesamt 9857,55 ug (SD: 357,12 ug) bzw. 7,65%
des Antibiotikums freigesetzt worden. Bis zum Versuchsende erhéhte sich diese
Menge geringfugig auf 9877,25 ug (SD: 352,13 ug) (7,65%) (s. Abbildung 109
und Abbildung 110).

Von der abgegebenen Antibiotikummenge wurden 64,90% innerhalb der ersten
Stunde, 97,31% in den ersten vier Stunden und 99,80% innerhalb der ersten acht

Stunden abgegeben.
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Abbildung  110: Kumulative In-vitro-Freisetzung von Ostim® plus 25 im  dreitdgigen
Elutionsversuch. Prozentuale Anteile an der Clindamycingesamtmenge (129,056 mg) bzw. der
kumulativ freigesetzten Menge. Arithmetische Mittelwerte.
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IV.5.2. In-vivo-Untersuchungen

1V.5.2.1. Lokale Clindamycinkonzentrationen
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Abbildung 111: Kortikale Clindamycinkonzentrationen nach Implantation von ca. 1g
Ostim® plus 10/20 in den Femurmarkraum von 18 Kaninchen. Einzelwerte.
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Abbildung 112: Clindamycinkonzentrationen im Knochenmark nach Implantation von ca. 1g
Ostim plus 10//20 in den Femurmarkraum von 18 Kaninchen. Einzelwerte.
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Abbildung 113: Clindamycinkonzentration in der Priifsubstanz bei Explantation; vorherige
Implantation von Ostim plus 10/20 in den Femurmarkraum von 18 Kaninchen. Einzelwerte.

Die Werte des zweiten und achten postoperativen Tages stammen aus der
Analyse der acht friihzeitig verstorbenen Tiere. Bei den Messungen des 14. und
28. post-operativen Tages handelt es sich um geplante

Nachbeobachtungszeiten.

Die Clindamycinkonzentration in der implantatumgebenden Kortikalis und dem
angrenzenden Knochenmark Uberstieg innerhalb der ersten 14 Tage postoperativ
bei elf von 13 Tieren bzw. 23 von 26 Messwerten die systemtherapeutische

Resistenzgrenze (4 pg/g).

Die implantatumgebende Kortikalis wies zwei Tage postoperativ bei
Ostim® plus 10 einen medianen Clindamycingehalt von 1178,2 ug/g (Range:
1149,8 ug/g) bzw. 1726,7 pg/g (Range: 10414,6 ug/g) bei Ostim® plus 20 auf; das
angrenzende Knochenmark enthielt im Median 50,5 ug/g (Range: 1097,5 ug/qg)
bzw. 1636 ug/g (Range: 85071,9 ug/g) Clindamycin.
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Zwei Wochen postoperativ betrug der Median der kortikalen Antibiotikum-
konzentration 124,2 pg/g (Range: 180,6 pg/g) bei Ostim® plus 10 und 421,4 ug/g
(Range: 842,5ug/g) bei Ostim®plus20. Im Knochenmark fanden sich
Medianwerte von 267,6 ug/g (Range: 532,7 pg/g; Ostim® plus 10) und 1294 ug/g
(Range: 1298,3 pg/g; Ostim® plus 20).

Vier Wochen postoperativ lag bei allen fiinf Tieren die Clindamycinkonzentration

in der Kortikalis und dem Knochenmark unter der Nachweisgrenze (0,2 ug/g).

Die Antibiotikumkonzentration in der Ostim®-Paste betrug bei Ostim® plus 10
zwei Tage postoperativ im Median 2789,2 ug/g (Range: 9735,8 ug/g) und bei
Ostim® plus 20 11984,8 ug/g (Range: 57960,8 ug/g), nach 14 Tagen 1294 ng/g
(Range: 1298,3 ug/g) bzw. 2285,3 ug/g (Range: 4549,3 ug/g). Vier Wochen
postoperativ. war bei zwei von finf Tieren noch eine geringe
Clindamycinkonzentration in der Prifsubstanz nachweisbar (Median: 0,1 pg/g;

Range: 8,5 ug/qg).

1V.5.2.2. Postoperative Clindamycinserumspiegel

Diese folgten einer Log-Normalverteilung, sodass die geometrischen Mittel- bzw.
Durchschnittswerte mit dazugehoérigem 2s-Intervall ([ ]) aufgefiihrt werden (s. a.
Material und Methoden — ,Statistische Auswertung®, Seite 77).

Zwei Stunden nach Implantation von Ostim® plus 10/20 betrug die Konzentration
im geometrischen Mittel 0,943 ug/ml  [0,319; 2,790] bzw. 1,062 ug/ml
[0,371; 3,039] (p=0,645). Bis zur vierten Stunde kam es bei Ostim® plus 10 zu
einem Anstieg auf einen durchschnittlichen Héchstwert von 1,036 ug/ml [0,317;
3,389]. Bei Ostim® plus 20 erreichte der Mittelwert acht Stunden postoperativ das
Maximum mit 1,098 ug/ml [0,348; 3,465]. Danach fielen die Werte auf
0,316 pg/ml [0,081; 1,160] (Ostim® plus 10) bzw. 0,355 pg/ml [0,046; 2,762] 72
Stunden postoperativ ab (p=0,84761).
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Wihrend sich bei Ostim®plus 10 dieser Konzentrationsabfall kontinuierlich
vollzog, war bei Ostim® plus 20 vom zweiten zum dritten postoperativen Tag ein
erneuter Anstieg der Serumkonzentration um 0,076 pg/ml von 0,279 pg/ml
[0,061; 1,266] auf 0,355 ug/ml [0,046; 2,762] zu beobachten.

Die jeweiligen Hochstwerte der Versuchstiere betragen flr Ostim® plus 10 im
geometrischen Mittel 1,109 pg/ml [0,325; 3,785], fur Ostim®plus 20 1,297 ug/ml
[0,454; 3,706] (p=0,57535).

Die paarweise Testung mit dem t-Test fur unabhangige Stichproben ergibt zu
keinem Messzeitpunkt Hinweise flr Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit betragt zwei Stunden postoperativ 0,645, vier Stunden
postoperativ 0,84451, nach acht Stunden 0,4799, nach 24 Stunden 0,54994, bei
48 Stunden 0,76933 und nach 72 Stunden 0,84761.
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Abbildung 114: Postoperative Clindamycinkonzentrationen im Serum nach Implantation von ca. 1
o] Ostim® plus 10/20 in den Femurmarkraum von 18 Kaninchen. Geometrische Mittelwerte. Keine
Hinweise auf Unterschiede zwischen den Gruppen in der paarweisen Testung mittels t-Test.
Zahlenwerte und 2s-Intervalle S. Anhang, Tabelle 11, Seite 206.
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V. DISKUSSION

Die kndcherne Integration sowie die In-vivo-Pharmakokinetik werden neben den
Prufsubstanzen selbst in nicht zu unterschdtzendem Malle von den Bedingungen
des Implantationsbettes (Turn-over, Stoffwechselaktivitat, Durchblutung, pH-Wert,
mechanische Verhéltnisse u.a.) bedingt. Die Diskussion des angewandten
Versuchsmodells ist deshalb fur die Interpretation der hier gewonnen Ergebnisse

unerlasslich.

V.1. Tier- und Operationsmodell

Als Tiermodell wurde das Kaninchen gewéhlt, da es die kleinste Art ist, bei der die
angewandte Operationsmethode noch standardisiert durchflhrbar ist. Einige Autoren
bezweifeln die Eignung von Kaninchen fir die Untersuchung mit osteogenetischer
Fragestellung. Die im Vergleich zum Menschen hdhere metabolische Aktivitat
(Culson, 1983) und grolRere appositionelle Knochenformationsrate (Frost, 1973) sind
die wesentlichen Argumente dieser Diskussion (Mandelkow et al., 1990; Osborn,
1985; Roser et al., 1994; Schnettler, 1992).

Wahrend eine Ubertragung quantitativer osteogenetischer Ergebnisse auf die
Humansituation sicherlich nicht ohne Einschrankungen mdglich ist, kann das
verwendete  Versuchsmodell dennoch gute qualitative Aussagen zum
Integrationsverhalten von Ostim® hinsichtlich Biokompatibilitat, Integrationsmuster
und Resorptionsverhalten liefern (Guenther et al., 1998). Die relativ weite
Verbreitung des Kaninchens als Tiermodell in der Knochenersatzmaterialforschung

erleichtert Vergleiche mit anderen Studien.

Fur die Defektsetzung kam eine innengekihlte Diamanthohlfrase (Diamond Bone
Cutting System — DBCS) zur Anwendung (Draenert und Draenert, 1987), um Hitze-
nekrosen und mechanische Traumatisierungen zu minimieren (Schnettler, 1992) und
um so ein mdglichst vitales spongidses Implantationsbett zu schaffen. Ein Drillbohrer
wirde im Gegensatz dazu in starkerem Male Mikrofrakturen, Spanbildungen und

Hitzenekrosen hervorrufen.
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Die hieraus resultierenden Heilungsprozesse kdnnten die physiologische Reaktion
auf die Implantation der Prifsubstanz Uberlagern und zu mdglichen Fehl-
interpretationen filhren (s.a. Material und Methoden - “Diamond Bone Cutting
System”; Seite 63).

Der Zugang zum Implantationsgebiet erfolgte Uber das knorpelige femoropatellare

Gleitlager, um eine Uberschiel3ende periostale Knochenneubildung zu umgehen.

Um Verfélschungen der Antibiotikumkonzentrationen durch die Synovialflissigkeit zu
vermeiden, wurden die entsprechenden Proben gelenkfern enthommen. Aullerdem
wurde der Implantationskanal durch Replantation des Knorpel-Knochen-Zylinders

weitestgehend verschlossen.

Da Lincomycinantibiotika bei Kaninchen und Hamstern schwerwiegenden Stdérungen
der Darmflora verursachen kénnen, ist deren Anwendung bei diesen Arten nicht
empfohlen (Nicholas, H. und McDonald, 1988). Die bekannt niedrigen systemischen
Antibiotikumkonzentrationen nach lokaler  Wirkstoffapplikation sowie die
nebenwirkungsfreie Anwendung von Ostim®plus in einer Parallelstudie von REINLE

(2005) waren die Grinde zur Beibehaltung dieses Tiermodells.

Von 18 Tieren mit clindamycinhaltigen Implantaten erkrankten acht letal an einer
Diarrhé. Die postmortale Diagnostik zweier Tiere zeigte eine Dysbiose des Dick- und
Dinndarmes mit Verdrangungen der physiologisch grampositiven Darmflora durch
gramnegative Escherichia coli Bakterien. Eine zu beobachtende Splenomegalie,
petechiale Darmwandblutungen und eine blaurot verfarbte Trachealschleimhaut sind
in diesem Zusammenhang als Zeichen eines enterotoxischen Geschehens mit
konsekutivem Kreislaufversagen zu werten (s. pathologischer Befundbericht, Seite
208).

Die Erkrankungsfélle sind aller Wahrscheinlichkeit nach auf die antibiotische Wirkung
von Clindamycin zurlckzufiihren, die insbesondere im grampositiven Bereich
ausgepragt ist und die labile, grampositiv dominierte Darmflora von Kaninchen und

Hamstern unglinstig beeinflusst.
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Zu diesem Schluss kommen auch GRAY und LEWIS (1966), die einen &hnlichen
klinischen Verlauf nach Anwendung von Lincomycin bei Kaninchen beobachteten.
Das verwendete Tiermodell muss beziglich der pharmakokinetischen Fragestellung

deshalb riickblickend als nicht geeignet eingeschatzt werden.

Eine Ubertragung der hier beobachteten Clindamycinwirkung auf die Humansituation
wére falsch, da der Mensch Uber eine stabilere und insbesondere gramnegativ
dominierte Darmflora verfligt und gastrointestinale Nebenwirkungen deshalb in
diesem Ausmald nicht entstehen (Friedman et al., 1976; Tedesco et al., 1974).
Vielmehr sind bei lokaler Clindamycinapplikation weniger Nebenwirkungen als bei
der bisher Ublichen systemischen Gabe zu erwarten (s.a. Diskussion -

~Serumspiegel®, Seite 165).

Einen Anhalt fur eine Ostim®-bedingte Beeintrachtigung des Gesundheitszustandes
besteht nicht, da die Vergleichsgruppe mit clindamycinfreien Implantaten
nebenwirkungsfrei blieb. Dies beobachteten unabhangig voneinander auch REINLE
(2003) und KILIAN et al. (2002) in tierexperimentellen Arbeiten mit Ostim®.
Zahlreiche klinische Studien aus der Human- und Zahnmedizin berichten ebenfalls

von einer guten Vertraglichkeit.

PANKRATOV et al. (1995) setzten Ostim® in der Behandlung von 65 Patienten mit
mandibuldren Frakturen ein und beobachteten dabei im Vergleich zu herkdmmlichen
Behandlungsmethoden eine schnellere Frakturheilung sowie eine um 6,78%
geringere klinische Komplikationsrate.

Zu &hnlichen Ergebnissen kommen ZUEV et al. (1996) in einer klinischen Studie mit

395 Periodontitispatienten.

In Kombination mit Lincomycin (Linco-HAP) erzielten DMITRIEVA et al. (1995) und
BEZRUKOV et al. (1998) bei 380 bzw. 49 Studienteilnehmern gute klinische

Ergebnisse ohne schwerwiegende Nebenwirkungen.
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V.2. Knochenreaktion auf Ostim® in der

Hellfeldmikroskopie

V.2.1. ErschlieBungsmuster, Osteogenese und Biodegradation

Die Prifsubstanz erzielte eine formschlissige und kompakte Auffillung des
Defektes. Grdlere Hohlrdume oder Aussparung, die fir eine knécherne Heilung

nachteilig und haufig Ausgangspunkt von Infektionen sind, waren nicht ausgebildet.

Die zelluldre und vaskulare ErschlieBung des Implantates ging, ebenso wie die
regenerativen Knochenneubildungen, vom Lagerknochen aus. Das in den
Randbereichen schollig zerfallende Ostim® diente dabei den vorwachsenden

Knochentrabekeln als Leitschiene im Sinne einer osteokonduktiven Osteogenese.

Ubereinstimmend beobachteten LASCHKE et al. (2007) nach Ostim®-Implantation in
eine dorsale Hautfalte bei Hamstern eine von peripher nach zentral — auf Regionen
des Implantatabbaus gerichtete Neovaskularisierung in Form einer ,guided
vaskularisation“. Eine Osteokonduktion durch Ostim® wird auch von LAUER (2006),

SMEETS et al. (2008) und THORWARTH et al. (2005) beschrieben.

Eine osteoblastische Osteogenese des Implantatzentrums, wie wir sie bei
vaskularisierten autogenen Transplantaten mit vitalen Zellen beobachten kénnen,
fand bei dem zellfreien Ostim® erwartungsgemaR nicht statt. Die Knochenneubildung

ist vielmehr auf Zellen aus dem Implantationsbett angewiesen.

Diese liegen entweder bereits als osteogenetisch aktive Zellen in Form von
Osteoblasten oder Osteozyten im Knochen vor oder entwickeln sich aus
Mesenchymzellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien. Im Einzelnen wird eine
Entwicklung aus mesenchymalen Stammzellen (Ohgushi und Caplan, 1999),
mesenchymalen Progenitorzellen (mesenchymal progenitor cells, MPC) (Minguell et
al., 2000), determinierten und undeterminierten Osteoprogenitorzellen (determined

und inducible osteogenetic precusor cells, DOPC und IOPC) (Asahina et al., 1993;
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Kuznetsov et al., 2000; Owen, 1978; Reddi et al., 1987; Urist, DeLange et al., 1983)
und fraglich auch aus Fibroblasten (Rutherford et al., 2002) beschrieben.

Einflussfaktoren auf die hierbei ablaufenden zelluldren Differenzierungsprozesse sind
physikalischer Natur; - Sauerstoffspannung, Mechanik, bioelektrische Potentiale
u. a. - (Bassett und Herrmann, 1961) oder biologischen Ursprungs, wie beispiels-

weise Wachstumsfaktoren, Zytokine, Mediatoren u. a.

Neben Induktionsstoffen, wie das von URIST et al. (1982) entdeckte und isolierte
Bone Morphogenetic Protein (BMP), unterscheidet man verschiedene Mitogene
(FGF-B, Platelet Derived Growth Factor (PDGF) etc.) und Stimulatoren (IGF u. a.)

(s. a. LiteraturGberblick — ,Die Biologie des Knochenersatzes®, Seite 18).

LAUER (2006) bestatigte den Einfluss von Wachstumsfaktoren in Kombination mit
Ostim® durch Zusatz von Plattchenreichem Plasma im Tiermodell. Dabei fand sich
eine hoch signifikante Verstarkung der zelluldren Antwort mit Zunahme der
Makrophagen und Fremdkdrperriesenzellen, eine stdrkere Knochenneubildung sowie

ein beschleunigter Implantatabbau.

Inwieweit Ostim® durch freigesetzte Ca®**- und PO4>-lonen an Differenzierungs-
prozessen mesenchymaler Zellen beteiligt ist und dartber eine osteoinduktive

Wirkung entfaltet, kann mit der vorliegenden Untersuchung nicht beurteilt werden.

MA, S. et al. (2005) untersuchten das L&sungsverhalten von Hydroxylapatit-
beschichtungen und dessen Einfluss auf die Differenzierung von embryonalen
Mesenchymzellen zu Osteoblasten. Unter zuséatzlicher Anreicherung der Zellkulturen
mit Calciumionen war dabei eine vermehrte Ausbildung von Osteoblasten zu
beobachten. Zusatzliche anorganische Phosphorionen behinderten hingegen diese
Zelldifferenzierung. Eine Beeinflussung der osteogenetischen Zelldifferenzierungs-

prozesse durch Calcium- und Phosphationen kann somit angenommen werden.

Exakte Aussagen zur osteogenetischen Potenz der Prifsubstanz kann die
vorliegende Arbeit auf Grund einer fehlenden Kontrollgruppe mit einem Leerdefekt

nicht treffen.
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Wie die fluoreszenzoptischen Untersuchungen =zeigten, war bei den
clindamycinfreien Implantaten eine reparative Knochenneubildung bereits vor dem
siebten postoperativen Tag regelhaft nachweisbar. Eine nahezu vollstandige
kndécherne Durchbauung des Defekts mit einem Durchmesser von ca. 4,5 mm zeigte

sich vier Wochen postoperativ bei zwei von vier Tieren.

Fur Endobon®, im Gegensatz zu Ostim® eine nicht resorbierbare Hydroxylapatit-
keramik, ist bei weitestgehend Ubereinstimmendem Versuchsmodell eine
beginnende kndcherne Heilung nach sechs Wochen und eine nahezu vollstandige
kndcherne Integration nach drei Monaten beschrieben (Dingeldein et al., 1994). In
diesem Fall weist Ostim® eindeutig eine starkere Knochenneubildung auf.
Zuverlassige Vergleiche mit anderen Materialien sind auf Grund der stark

variierenden Operations- und Tiermodelle jedoch nicht mdglich.

HUBER et al. (2008) fuhrten eine vergleichende tierexperimentelle Studie an 32
Kaninchen mit ulnaren Critical-Size-Defekten und Implantation von Ostim®,
Cerabone® (einer bovinen Tricalciumphosphatkeramik), Cerabone®+Ostim® und einer
Kontrollgruppe (Leerdefekt) durch. Histomorphometrisch wies die Ostim®-Gruppe
nach einem achtwdchigen Follow-Up die beste mediane Knochenflache (41%) auf.
Bei Ostim®+Cerabone® betrug diese 36%, bei Cerabone® 26% und beim Leerdefekt
16%. Die kndcherne ErschlieBung der Tricalciumkeramik verbesserte sich unter
Zusatz von Ostim®. Ohne Zusatz wurden median 55% der Porenfliche mit Knochen

gefiillt, bei Cerabone®+Ostim® erhéhte sich dies auf 77%.

CARMAGNOLA et al. (2008) untersuchten am Bohrlochmodell der Tibia bei zehn
Kaninchen die knécherne Integration von Titanimplantaten. Diese wurden nach
sechswochiger Vorbehandlung mit  Ostim®, Bio-Oss® oder Perioglass® in
Kombination mit einer Kollagenmembran sowie ohne vorherigen Einsatz von
Knochenersatzmaterialien implantiert. Das Inkorporationsverhalten wurde nach
weiteren sechs Wochen evaluiert. Die drei Substanzen zeigten dabei im Vergleich
zum Leerdefekt eine stérkere Knochenneubildung. Vor dem Hintergrund eines sehr
geringen Stichprobenumfangs konnte jedoch weder eine signifikante Verbesserung
der Osteointegration der Implantate noch wesentliche Unterschiede zwischen den

verschiedenen Materialien nachgewiesen werden.
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Am Schweinemodell wies Ostim® und Ostim® mit Zusatz von 25% autologem
Knochen nach drei Monaten eine unwesentlich geringere Mineralisation auf als
autologes Transplantat (Thorwarth et al., 2005). Mikroradiographisch betrugen die
Mineralisationsgrade 57,1% fiir das Autotransplantat, 53,9% fir Ostim® und 60,2%

bei Ostim® mit Autotransplantatzusatz.

Eine vergleichende klinische Studie von Ostim® und Bio-Oss® (bovines Xenograft) in
Kombination mit einer Kollagenmembran (Bio-Gide®) bei der Therapie knécherner
periimplantitischer Defekte in der Oralchchirurgie (Schwarz et al., 2006) beschreibt
nach sechs Monaten fiir beide Gruppen eine radiologisch dokumentierte knécherne
Defektdurchbauung. Auf Grund einer geringen Propandenzahl von 22 sowie einer
lediglich nativradiologischen Beurteilung der Knochenstruktur sind signifikante
Aussagen Uber die osteogene Aktivitat der Gruppen nicht méglich. Im Zwei-Jahres-
Follow-Up zeigten sich jedoch klinische Vorteile fiir die Gruppe Bio-Oss®+Bio-Gide®

(Schwarz et al., 2008).

Die  Biodegradation  des Implantates  erfolgte  angepasst an  die
Knochenneubildungen. Wahrend Knochenneubildungszonen einen vollstédndigen
Implantatabbau aufwiesen, enthielten Regionen ohne bzw. mit geringer Osteogenese

kompakte bzw. geringfiigig aufgelockerte Materialansammlungen.

LAUER (2006) berichtet bei ahnlichem Versuchsmodell am Minipig nach 20 Tagen
ebenfalls Uber eine Auflockerung und einen Abbau von Ostim® in den durch
Osteoneogenese gekennzeichneten Randbereichen. Im Defektzentrum war weder
Implantat noch Regenerationsgewebe nachweisbar. Ursachlich wird hier der Eintritt
von Synovialflissigkeit in das Implantationsbett mit nachfolgender Hydrolyse des
Knochenersatzmaterials vermutet. Im Gegensatz zur eigenen Untersuchung wurde
ein spezialangefertigter Kunststoffdeckel zum Verschluss des Bohrlochdefektes
verwendet. Histologisch, immunhistochemisch und elektronenmikroskopisch stellte
sich der Implantatabbau als Kombination aus Hydrolyse und Phagozytose durch

Makrophagen und mehrkernige Riesenzellen dar.
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Ebenfalls am Schweinmodell beobachteten THORWART et al. (2005) nach zwélf
Wochen einen kompletten Abbau von Ostim®. SPIESS et al. (2008) stellten hingegen
nach sechs Wochen keinen weiteren Abbau sondern eine knécherne Integration

sowie ein Implantatnachweis ein Jahr postoperativ fest.

Fur die Humansituation berichteten HUBER et al. (2006a) nach Implantation in
traumatische Substanzdefekte von Tibia-, Kalkaneus- und distalen Radiusfrakturen
bei medianer Nachbeobachtungszeit von 13 Monaten Uber einen weitestgehenden

Abbau des Implantates, wobei Reste insbesondere im Markraum zu finden waren.

Fur die Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie beobachteten STRIETZEL et al. (2007) bei
Anwendung im Rahmen eines lateralen Kieferaufbaus nach sechs- bis
siebenmonatiger Implantationszeit ebenfalls einen weitestgehenden Abbau.
SMEETS et al. (2008) berichten in einem Case-Report Gber eine Patientin, die drei
Jahre nach Sinusbodenanhebung und Auffillung des Sinus mit Ostim® ein
Zahnimplantat erhielt. Die dabei entnommenen Proben wiesen Implantatreste auf,

die grofRtenteils von Geflecht- und zum Teil von Lamellenknochen umgeben waren.

Hydroxylapatitkeramiken sind im Gegensatz hierzu auf Grund kristallographischer
Verdnderungen wahrend der Sinterung weitestgehend resorptionsstabil
(Liebendérfer und Troster, 1997; Osborn und Newesely, 1980; Yuasa et al., 2001,
Yubao, Klein, De Wijn et al., 1994). Neuere Calciumphosphatzemente (Knaack et
al., 1998; Sarkar et al., 2001) und HA-Kollagen-Komposite (Chappard, Fressonnet et
al., 1993; Chappard, Zhioua et al., 1993) zeigen gegeniiber den HA-Keramiken eine
bessere Biodegradation. Diese bleibt jedoch weiterhin inkomplett (Chappard,
Fressonnet et al., 1993; Chappard, Zhioua et al., 1993; Clokie et al., 2002; Constantz
et al.,, 1998; Knaack et al., 1998; Sarkar et al., 2001) (s. a. Literaturiiberblick —

,Mdglichkeiten des Knochenersatzes®, Seite 27).

Ein an die Knochenneubildung zeitlich angepasster Implantatabbau bietet den
Vorteil, dass die Defektregion vollstdndig mit kérpereigenem Knochengewebe
durchbaut werden kann und dieses im Rahmen des osteoklastdren Remodellings an

die biomechanischen Erfordernisse angepasst werden kann.
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Hydroxylapatitkeramiken entziehen sich als weitestgehend resorptionsstabile
osteoimplantare Verbunde dem osteoklastdren Remodelling. Eine Anpassung an die
biomechanischen Erfordernisse der Defektregion ist deshalb nur sehr bedingt
moglich (Guenther et al., 1998).

V.2.2. Zellulares Reaktionsmuster

Die Durchsetzung der Implantatmassen mit Makrophagen kann zum einen im
Rahmen einer physiologischen  Gewebereaktion auf das stattgehabte
Operationstrauma (Goldberg, V. M. et al., 1987; Goldberg, V. M. und Stevenson,
1987; Reddi et al., 1987), zum anderen als chemotaktische Makrophagenmigration

durch das eingebrachte Implantat interpretiert werden (Chambers, 1981).

LAUER (2006) verzeichnete bei dhnlichem Versuchsaufbau beim Minipig 20 Tage
postoperativ nur in der Ostim®-Gruppe eine Durchsetzung mit Makrophagen, nicht
jedoch beim Leerdefekt. Somit ist von einer Férderung der Makrophagenpopulation

durch Ostim® auszugehen.

CHAMPAGNE et al. (2002) beobachteten fir humane Makrophagen eine
osteoinduktive Wirkung in Mesenchymstammzellkulturen durch Produktion von BMP-
2 und BMP—-6. Andererseits sind sie im Rahmen von chronischen Entziindungen
(Tani-Ishii et al., 1995) oder Fremdkérperreaktionen (Ingham et al., 2000; Jiranek et
al.,, 1993; Wright und Goodman, 1996) an osteolytischen Prozessen durch die
Produktion von IL-1 und TNF-a beteiligt. Ihnen kommt somit eine zentrale Bedeutung

bei knéchernen Heilungsprozessen zu.

Eine direkte Auflagerung von Makrophagen und mehrkernigen Riesenzellen auf
Ostim®-Oberflachen beobachtete auch LAUER (2006) in der bereits erwahnten
tierexperimentellen Arbeit. Histologische, immunhistochemische und
elektronenmikroskopische Untersuchungen ergaben einen Implantatabbau durch
diese Zellen, unterstiitzt von einer Hydrolyse. Hinweise fir eine Beteiligung von

Osteoklasten ergaben sich nach 20-tagiger Implantationszeit nicht.
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HUBER et al. (2006a) beschrieben in ihrer immunhistologischen Studie aus der
Humansituation ebenfalls Makrophagen und mehrkernige Riesenzellen vom
ungeordneten Typ auf Ostim®-Oberflachen und vermuten eine Beteiligung der Zellen
am Implantatabbau. STRIETZEL et al. (2007) beobachteten multinukleére
Riesenzellen in der Nahe von Ostim®Resten sechs Monate nach
Kieferaugmentation beim Menschen. CHRIS ARTS et al. (2006) sahen anhand von
Farbungen mit tartratresistenter saurer Phosphatase Hinweise fir eine aktive

osteoklastédre Resorption.

MULLER-MAI et al. (1995) identifizierten in licht- und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen verschiedene Riesenzellentypen auf nanopartikularen
Hydroxylapatitoberflichen und charakterisierten den Abbau als Kombination aus

Lésung und Biodegradation durch Osteoklasten-ahnliche Zellen.

Eine Beteiligung von Makrophagen, mehrkernigen Riesenzellen und Osteoklasten an
Degradationsprozessen ist auch fir Hydroxylapatitkeramiken (Basle et al., 1993;
Daculsi, Passuti et al., 1990; Dingeldein et al., 1994; LeGeros, 1993; Taylor et al.,
2002; Yamada et al., 1997), Calciumphosphatzemente (Frankenburg et al., 1998;
Knaack et al., 1998; Sarkar et al., 2001) und HA-Kollagen-Komposite (Chappard,
Fressonnet et al., 1993; Chappard, Zhioua et al., 1993) mehrfach belegt.

Die Uber den gesamten Nachbeobachtungszeitraum bestehende geringgradig
ausgepragte granulozytdre Reaktion im Implantationsgebiet ist vermutlich nicht
alleinig als Reaktion auf das Operationstrauma, sondern auch als leichtgradige
implantatvermittelte Reaktion zu sehen. Da Granulozyten einerseits durch
mediatorvermittelte Migration, Proliferation und fibrovaskuléare Differenzierung von
Mesenchymzellen férdernd auf Heilungsprozesse einwirken kénnen (Goldberg, V. M.
et al., 1987; Goldberg, V. M. und Stevenson, 1987; Heiple et al., 1987; Reddi et al.,
1987), andererseits mit einer verminderten osteoblastaren und erhdhten
osteoklastéren Aktivitat in Zusammenhang gebracht werden (Kitamura et al., 1995;

Soshi et al., 1996; Tani-Ishii et al., 1995), ist unklar wie diese zu bewerten ist.
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LAUER (2006) stellte nach 20-tdgiger Implantation keine granulozytére Reaktion fest.
In der oben angeflhrten human-histologischen Studie von HUBER et al. (2006a)
waren nach median 13 Monaten ebenfalls keine Granulozyten nachweisbar.
Inwieweit diesbezlglich die Ergebnisse divergieren oder dies Ausdruck einer rasch
abklinkenden entziindlichen Begleitreaktion ist, kann letztlich nicht sicher beantwortet
werden. In der vorliegenden Untersuchung war diese zumindest vom 14. zum 28.

postoperativen Tag ricklaufig.

Abgesehen von einer oberflachlichen eitrigen Wundinfektion eines Tieres (dritter bis
achter postoperativer Tag) gab es in unserer Unersuchung Kkeine
Wundheilungsstdérungen (Gelenkergliissen, Serombildungen oder dhnliches).

In den meisten klinischen Studien mit Ostim® in der Humanmedizin wurde ebenso
keine Haufung von Weichteil- oder Wundinfekten beobachtet (Gerlach und Niehuses,
2007a; Heinz und S., 2006; Huber et al., 2006a; Huber et al., 2006b; Huber et al.,
2006c; Huber et al., 2006d; Kasaj et al., 2008; Smeets et al., 2008; Strietzel et al.,
2007).

SCHWARZ et al. (2008) fanden im Zwei-Jahres-Follow-Up von 22 Patienten mit
periimplantitischen Knochendefekten und Behandlung mit Ostim® im Vergleich mit
Bio-Oss®+Bio-Gide® klinische Vorteile fur die zweite Gruppe. Zwei Patienten der
Ostim®-Gruppe wurden wegen starker eitriger Wundinfektion nach zwdlf Monaten

aus der Studie ausgeschlossen.

Uber leichte entzindliche Reaktionen nach ossérer Implantation von
Hydroxylapatitkeramiken Uber einen Zeitraum von sechs Wochen berichteten
LEHTINNEN et al. (1990) sowie ROSER et al. (1994). KLINGE et al. (1992)
beschrieben diese fir eine Nachbeobachtungszeit von 14 Tagen und BUTTS et al.

(1989) firr einen Zeitraum von zehn Tagen.
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V.2.3. Fasermatrix

Die in der vorliegenden Untersuchung aufgetretene parallel strukturierte Fasermatrix
war Uberwiegend in Geflechtknochenneubildungszonen ausgebildet und war hier mit
Osteoblasten und ovalkernigen Zellen durchsetzt. Die Fasern gingen mit
zunehmender Blaufarbung in neu gebildete Knochentrabekel tber.

Insgesamt ist anzunehmen, dass es sich hierbei um eine Kollagenfasermatrix im
Rahmen der Osteoneogenese handelt. Die ungeférbten Bereiche kdnnten
Kollagenansammlungen mit noch fehlender amorpher Grundsubstanz entsprechen,
wahrend es in den blau gefarbten Regionen 2zu einer zunehmenden

Osteoideinlagerung kommt.

Uber Osteoideinlagerungen in fibréses Gewebe berichteten auch CULLUM et al.
(1998) nach maxillarer Implantation von Hydroxylapatitkeramiken (Calcicite® 20-40)
bei Hunden (acht Wochen postoperativ). Nach 30 Wochen war das Bindegewebe

vollstandig durch Knochengewebe mit direktem Keramikkontakt ersetzt.

Neben Osteoblasten fanden sich ovalkernige Zellen, die Mesenchymzellen mit
osteogenetischem Differenzierungspotential, Praosteoblasten, Osteoprogenitorzellen
sowie Fibroblasten entsprechen kénnen. Eine hellfeldmikroskopische Differenzierung
der Zellen ist auf Grund der starken morphologischen Ahnlichkeit nicht sicher

mdglich.

Immunhistochemische Untersuchungen von HUBER et al. (2006a) wiesen nach
median 13-monatiger Implantation beim Menschen nur wenige Fibroblasten und
zahlreiche Osteoblasten mit direkter Ablagerung von Osteoid auf Ostim®-Partikeln
nach, wie dies auch in der vorliegenden Arbeit gefunden wurde. STRIETZEL et al.
(2007) beschreiben in der Humansituation ebenfalls Osteoblasten-dhnliche Zellen mit
direktem Kontakt zu Ostim®. Demnach kann vermutet werden, dass die ovalkernigen

Zellen Osteoblasten bzw. deren Vorladuferzellen entsprechen.
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Sollte es sich um Fibroblasten handeln, so ware die These der beschriebenen
Kollagenfasermatrix als Vorstufe von Geflechtknochenneubildungen nicht unstimmig.
Fibroblasten sind ebenso wie Osteoblasten zur Synthese von Typ I|-Kollagen, dem
Hauptkollagen des Knochens, fahig. Des Weiteren zeigte eine In-vivo-
Untersuchungen von RUTHERFORD et al. (2002) eine Knochenneubildung durch

Fibroblasten nach Transduktion mit BMP-7-produzierenden Adenoviren.

Von dieser osteogenen Fasermatrix sind vereinzelte  bindegewebige
Implantatauflagerungen mit Fibrozyten bei den clindamycinhaltigen Gruppen 3 und 4
abzugrenzen. Auf Grund des andersartigen histologischen Erscheinungsbildes und
der fehlenden Assoziation mit Knochenneubildungsprozessen ist hier von einer
geringgradigen bindegewebigen Reaktion auszugehen. Membranése Strukturen mit
einer Behinderung der zellularen oder vaskularen ImplantaterschlieRung waren nicht
ausgebildet. Ursachlich sind eine Abwehrreaktion des Organismus auf das
eingebrachte Ostim® plus sowie eventuelle Mikrobewegungen bei fehlender
Ruhigstellung zu diskutieren (Butts et al., 1989; Chang, C.-S. et al., 1983; Chang, R.
C. und Kao, 2000; Cullum et al., 1988; Frame et al., 1987; Lehtinen et al., 1990;
Liebendorfer und Troster, 1997; Siebert et al., 1986; Uchida et al., 1984).

Nach Implantation von reinem Ostim® fanden sich auch in anderen
immunhistochemischen und histologischen Studien nur geringe Fibrozytenzahlen
und keine wesentliche bindegewebige Reaktion (Huber et al., 2006a; Huber et al.,
2008; Strietzel et al., 2007). In einer tierexperimentellen immunhistochemischen
Untersuchung wies der Leerdefekt eine deutlich gréRere Anzahl an Fibroblasten auf,

als das mit Ostim® aufgefiillte Implantationsbett (Lauer, 2006).

Bindegewebige Reaktionen nach Implantation von Hydroxylapatitkeramiken wurden
dagegen vielfach beobachtet. Histologische Untersuchungen von LIEBENDORFER
und TROSTER (1997) mit einer bovinen Hydroxylapatitkeramik (Endobon®) zeigten
in der Humansituation fur funf von 23 Féllen eine komplette bindegewebige

Umscheidung der Implantate.

Insgesamt ist die in unserer Untersuchung aufgetretene bindegewebige Reaktion

nach Implantation von Ostim® plus als sehr gering einzustufen.
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V.2.4. Farbeverhalten

In der Toluidinfarbung lielen sich zwei unterschiedliche Farbephdnomene fiir Ostim®

und Ostim® plus erkennen.

Beide Implantate wiesen in osteogenetisch aktiven Bereichen eine homogene
Farbung im Farbton des angrenzenden Geflechtknochens auf. Sowohl die Intensitat
als auch die Flachenausdehnung dieser Markierung korrelierten positiv mit der

Starke der benachbarten Knochenneubildung.

Moéglicherweise ist dieses Farbeverhalten auf die Adsorption von amorphen
Grundsubstanzen, wie Mukopolysacchariden, Proteoglykanen u. a. zurtickzufuhren.
Diese binden bekanntermal3en Uber basophile Gruppen an Toluidin. Eine Adsorption
von Proteinen und Polymeren auf Hydroxylapatitoberflichen beobachteten auch
DIELERT et al. (1988), HLADY und FURDI-MILHOFER (1978) sowie MISRA (1991).

Uber die Anfarbung von Hydroxylapatitpulver durch Toluidin berichtete OSBORN
(1985). Unmittelbar postoperativ zeigte sich eine homogene Markierung, welche
nachfolgend von peripher nach zentral abblasste. Der Autor interpretierte dies mit
einer initialen Durchdringung der Pulvermassen mit organischer Matrix im Rahmen
der postoperativen Inflammationsphase und einem anschlieRenden, peripher

beginnenden, enzymatischen Abbau.

Bei kompakten und spongiésen Hydroxylapatitkeramiken ist eine Toluidinanfarbung
bisher nicht beschrieben worden. Ursachlich hierfir kénnte die deutlich geringere

spezifische Oberflache dieser Praparate im Vergleich zu Ostim® sein (Dreher, 2001).

Durch den feinkristallinen Charakter besitzt Ostim® eine spezifische Oberflache von
106 m*g (Yubao, Klein, De Wijn et al, 1994). Zum Vergleich verfiigen
Hydroxylapatitkeramiken auf Grund von Kristallkonglomeration und -verschmelzung
wahrend des Sinterungsprozesses (Joschek et al.,, 2000) uber spezifische
Oberflachen zwischen 0,1 m?/g (Kurioka et al., 1999) und 0,04-0,07 m?/g (Kurioka et
al., 1999).
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Neben diesem Farbeverhalten wies Ostim®plus im Implantatzentrum schwach
gefarbte Ostim®-Globuli auf. Diese waren diffus in der ungefarbten kompakten
Implantatmasse verteilt. Ein értlicher Zusammenhang zu Knochenneubildungen oder
sonstigen Prozessen war nicht zu erkennen. Mdglicherweise kam das veradnderte
Farbeverhalten durch eine Reaktion zwischen Clindamycin und Ostim® bzw. Toluidin
zustande. Letztlich bleibt dies jedoch unklar und sollte in weiteren Untersuchungen

abgeklart werden.

V.2.5. Unterschiede zwischen Ostim® und Ostim® plus

Die Gruppen 1 und 2 (Ostim®) wiesen gegeniber den clindamycinhaltigen
Vergleichsgruppen ein makroskopisch feinkristallineres Implantat sowie eine friihere
und stérkere Ausbildung der zellular-vaskuldren Heilungsprozesse und Osteogenese
auf. Urséchlich ist sicherlich der reduzierte Allgemeinzustand Tiere auf Grund der
aufgetretenen gastrointestinalen Nebenwirkungen (mit-)verantwortlich. Es stellt sich
aber die Frage, inwieweit Clindamycin direkt oder durch chemisch-physikalischen
Veranderungen des Ostim® die biologischen Prozesse im Implantationsbett

zuséatzlich hemmt.

Negative Einflisse von Antibiotika auf Heilungsprozesse sind mehrfach beschrieben.
Eine vergleichende histologische Studie an Kaninchen zeigte nach femuraler
Implantation von Calciumsulfat+Ostim® unter Zusatz von Clindamycin, Gentamycin
oder Vancomycin fur die Clindamycingruppe eine deutlich geringere
Knochenneubildungsrate, starkere degenerative Veranderungen des Knochenmarks

sowie eine schwachere zelluldre Implantaterschlielung (Reinle, 2005).

YU et al. (1999) untersuchten die Auswirkungen von Clindamycin, Oxacillin,
Tetracyclin und Chloramphenicol auf die Aktinproduktion von Myofibroblasten in vitro.
Unter systemtherapeutischen Konzentrationen trat dabei eine Reduktion der
Syntheseleistung auf 78,4%, 62,5%, 61,7% bzw. 26,1% des Vergleichswertes auf.
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Fur Gentamycin beobachteten ISEFUKU et al. (2003) in vitro bei Konzentrationen,
wie sie bei lokaler Applikation auftreten (ab 100 ug/ml), eine signifikante

Proliferationshemmung von Osteoblasten in vitro.

In-vivo-Untersuchungen von ROGERS-FOY et al. (1999) konnten hingegen bei
Hydroxylapatitkeramiken mit und ohne Gentamycinsulfatzusatz keine signifikanten
Unterschiede bezuglich der histologischen Reaktion und Knochenneubildungsrate

zeigen.

MICLAU et al. (1995) untersuchten den Effekt von Tobramycin auf humane
osteoblasten-ahnliche Osteosarkomzellen (MG-63) sowie Rattenosteoblasten in der
Zellkultur. Bei Konzentrationen bis 200 pug/ml zeigte sich keine oder eine geringe
Beeinflussung der Zellreplikationsrate (3H-Thymidin-Messung). Ab 400 ug/ml trat
eine signifikante Proliferationshemmung und Gber 10000 ug/ml der Zelltot ein.

LINDSEY et al. (1993) beobachteten nach Implantation von tobramycinbeladenen
spongiésen Autografts keine signifikante Hemmung der Osteogenese gegeniber der

Vergleichsgruppe ohne Antibiotikum.

CHANG, C. Y. et al. (2000) verglichen tierexperimentell die Knochenregeneration bei
Einsatz von biodegradiblen Membranen mit und ohne Doxycyclinzusatz (25%) und

beobachteten unter Doxycyclin eine signifikant hdhere Knochenneubildungsrate.

Insgesamt kann eine dosisabhéngige Hemmung der Osteogenese durch
Clindamycin angenommen werden. Genauere Aussagen Uber deren Ausmal} und
vergleichende Betrachtungen mit anderen Antibiotika k&énnen weder aus der
vorliegenden Untersuchung noch aus den derzeit zu Verfiigung stehenden Arbeiten

anderer Autoren getroffen werden.

Fir die These einer =zuséatzlichen chemisch-physikalischen Interaktion von
Clindamycin mit dem Implantat spricht die aufgetretene grobkérnige Veranderung der

Implantatstruktur von Ostim® plus.
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LIU, Q. et al. (1998) beobachteten bei nanokristallinen Hydroxylapatitkristallen nach
Zugabe von Polyethylenglykol eine verstarkte Aggregation. Infrarotspektro-
photometrische Untersuchungen wiesen Urethanbindungen zwischen den
Hydroxylgruppen der Kristalloberflichen und Isocyanatgruppen des Glykols nach.

Die Einzelkristalle behielten dabei inre Form- und GréRenverhaltnisse.

Auf die Bedeutung von reaktionsféhigen Hydroxylgruppen auf
Hydroxylapatitoberflachen wiesen LABELLA et al. (1994), NISHIZAWA et al. (1995)
sowie YESINOWSKI und ECKERT (1987) hin.

Eine Bindung oder Adsorption von Clindamycin an Ostim®Kristalle kénnte zu
veranderten physiko-chemischen und biologischen Eigenschaften fihren. Inwieweit
dies tatsachlich Einfluss auf die Heilungsdynamik und die Implantatdegradation

nimmt, missen weiterfihrende Untersuchungen zeigen.

V.3. Fluoreszenzoptische Ergebnisse

Die polychrome Fluoreszenzmarkierung mit Calceingrin und Alizarinkomplexon
bestatigte das bereits hellfeldmikroskopisch beobachtete, vom Lagerknochen nach
zentral fortschreitende Heilungsmuster. Zahlreiche Untersuchungen fanden flr
andere zellfreie Knochenersatzmaterialien ein entsprechendes Integrationsverhalten
(Burchardt, 1983; Goldberg, V. M. und Stevenson, 1993; Heiple et al., 1987,
Schnettler, 1992; Schnettler et al., 1994).

Die zeitlich verzdgerte Heilungsdynamik der clindamycinhaltigen Implantate spiegelte
sich auch fluoreszenzoptisch wieder. So begann eine trabekulare
Geflechtknochenneubildungen bei Ostim® noch vor dem siebten postoperativen Tag,
wahrend diese bei Ostim® plus im Zeitraum zwischen dem siebten und 21.
postoperativen Tag stattfand. Die Ausbildung von Lamellenknochen mit

trabekelumgebenden Alizarindoppelbanden fand sich ebenfalls nur in Gruppe 2.
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Die in osteogenetisch aktiven Bereichen aufgetretene Fluorochrommarkierung des
Ostim® korrelierte beziglich Lokalisation, Intensitat und Flache positiv mit der
osteogenetischen Aktivitdt. Kausal kann sowohl eine unspezifische Bindung der
Farbstoffe an die calciumreiche Implantatoberflache als auch eine Komplexbindung

im Rahmen von Mineralisationsprozessen diskutiert werden.

Im ersteren Fall bliebe zu klaren, ob die beobachtete Assoziation der Farbung mit
stoffwechselaktiven Zonen allein durch einen starkeren Antransport der

Fluorochrome erklarbar ist.

Fur die These einer implantatassoziierten Mineralisation spricht die ebenfalls in
osteogenetisch aktiven Zonen vorkommende Fasermatrix sprechen. Nach der
Nanospace Theory von KATSURA (1990) entstehen Hydroxylapatitkristalle in sog.
Raumen von kritischer GréRe, einem sog. critical space von ca. 6 nm Durchmesser.

In diesen herrschen folgende, fir die Entstehung von Hydroxylapatitkristallen

erforderlichen Bedingungen:
. Elimination von Makromolektlen, welche die Kristallisation behindern
e Anreicherung und Ubersattigung relevanter lonen (insbes. Ca®* und PO,™)

o Lokale Restriktion von Molekularbewegungen

Im Rahmen von Knochenneubildungen entstehen solche Nanordume zwischen
Kollagenfibrillen, interfibrillar, sowie zwischen Kollagenfilamentaggregationen,
intrafibrillar (Katsura, 1990).

Hochaufldsende rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen von DIELERT et
al. (1988) wiesen an Hydroxylapatitkeramiken anhaftende Kollagenfasern nach und
hoben ebenfalls deren Bedeutung fir ein epitaxiales Kristallwachstum hervor. Die
hellfeldmikroskopisch beobachteten Fasern aus den osteogenetisch aktiven
Bereichen kénnten nach Adsorption an Implantatoberflachen solche Nanordume
geschaffen haben und in Verbindung mit einer durch Ostim® hervorgerufenen

Anreicherung an Ca®*- und PO, -lonen Mineralisationsprozesse begiinstigt haben.



Diskussion Seite 151

Die Implantatfluoreszenz und die beschriebene Anfarbung durch Toluidin waren
beide an osteogenetische Prozesse gekoppelt, ohne untereinander eine strenge
Assoziation aufzuweisen. Da Mineralisationsprozesse und die Bildung amorpher
Grundsubstanz wichtige Schritte einer Knochenbildung darstellen, aber nicht
unmittelbar 6rtlich und zeitlich miteinander verbunden sein muissen, steht diese

Beobachtung nicht im Widerspruch zur oben entwickelten These.

Die trabekelumgebenden Fluorochrombanden des spongiésen Lagerknochens sind
als physiologische Knochenan- und -umbauprozesse zu werten und kdnnen als
Hinweise fur die Atoxizitiat von Ostim® fur den umgebenden Lagerknochen gewertet

werden.

V.4. Klinische Anwendung

Ostim® kommt als hochviskése Paste in Fertigspritzen zu 1, 2, 5 und 10 ml, sowie
einer 0,2 ml Injektionskartusche (single dosage) zur Anwendung. Defekthéhlen sind
so auch Uber kleine Zugange formschlissig aufzufiillen, wie es die vorliegende

Untersuchung zeigte.

Auf Grund der fehlenden Aushartung von Ostim® erfordern instabile
Defektverhaltnisse zusatzliche MaRnahmen zur Gewahrleistung einer ausreichenden
Primarstabilitdt, um die Ausbildung von Binde- und Knorpelgewebe zu vermeiden
(Vitalli, 1970). Inwieweit aushartende Knochenersatzmaterialien allerdings einen

Verzicht auf stabilisierende Mallnahmen ermdglichen kénnen, ist noch unklar.

KOPYLOQV et al. (1999) behandelten 40 Patienen mit instabiler distaler Radiusfraktur
entweder mit einem aushartenden Knochenzement (NSRS®) und einer zweiwdchigen
Cast-Stabilisierung oder mit einer fiinfwéchigen Ruhigstellung mittels Hoffmann-Bar.
Die erste Gruppe wies nach sieben Wochen bessere funktionelle Ergebnisse auf.
Nach drei Monaten bestanden keine signifikanten Unterschiede mehr, wobei in
beiden Gruppen eine radiologisch dokumentierte Redislokation auftrat. Die
Behandlung von sechs Patienten mit instabiler distaler Radiusfraktur mittels NSRS®-
Knochenzement und zweiwdchiger Stabilisierung mit einem externen dorsalen Splint

fuhrten in funf Féllen zu befriedigenden klinischen Ergebnissen.
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Uber gute klinische Ergebnisse in der Behandlung distaler Radiusfrakturen mit
Ostim®-Applikation und Osteosynthese berichten HUBER et al. (2006b).

Mehrere klinische und zum Teil histologische Studien berichten tber gute Ergebnisse
bei der Anwendung von Ostim® bei der Behandlung knécherner Frakturen,
Knochenzysten, periimplantitischer und  paradontotischer  Knochendefekte,
Sinusbodenanhebungen und anderer knochenrekonstruktiver Eingriffe (Gerlach und
Niehuses, 2007b; Heinz und S., 2006; Huber et al., 2008; Huber et al., 2006d; Kasaj
et al., 2008; Laschke et al., 2007; Strietzel et al., 2007).

In einer klinischen Studie mit 22 Patienten aus der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie
(Schwarz et al., 2006), bei der die Anwendung von Ostim® und Bio-Oss® (bovines
Xenograft) in Kombination mit einer Kollagenmembran (Bio-Gide®) zur Therapie von
knéchernen periimplantitischen Defekten verglichen wurde, war fur die Ostim®-
Gruppe eine initial verminderte Adhasion des mukoperiostalen Flaps zu beobachten.
Im Zwei-Jahres-Follow-Up ergaben sich klinisch leichte Vorteile fir die Bio-Oss®+
Bio-Gide®-Gruppe. Zwei Patienten aus der Ostim®-Gruppe wurden wegen starker
eitriger Wundinfektion nach zwdlf Monaten aus der Studie ausgeschlossen (Schwarz
et al., 2008).
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V.5. Ostim® plus als resorbierbares Antibiotikum-

trdgersystem

V.5.1. Auswahl von Clindamycin

Die Auswahl eines Antibiotikums fir die lokale antimikrobielle Therapie von

Knocheninfektionen sollte nach folgenden Kriterien erfolgen:

o Wirkung gegen kausale Erreger von Ostitiden und Osteomyelitiden

o Wirkmechanismen gegen pathophysiologisch bedeutende Prozesse von

Knochenentziindungen
o Gute Knochengangigkeit
o Geeignetes Diffusionsverhalten (Wasserldslichkeit, MoleklgréRe etc.)

o Geringe lokale und systemische Nebenwirkungen (keine negative
Beeinflussung von Wund- und Knochenheilung, geringes allergisches

Potential, glinstiges systemisches Nebenwirkungsprofil)

o Chemische Stabilitat bei Kérpertemperatur und Anaerobie

Clindamycin zeichnet sich bereits bei systemischer Anwendung durch eine gute
Wirkung gegen die wichtigsten Erreger von Osteomyelititen, wie Streptokokken (Dan
et al., 1997), Staphylokokken (Dan et al., 1997; Dingeldein, 1987; Klepser et al.,
1997; Lemmen et al., 1993; Xue et al., 1996) einschliel3lich einigen oxacillin- und
vancomycinresistenten Staphylococcus aureus-Stdmmen (MRSA) (Frank et al.,
1999; Lemmen et al., 1993; Smith et al., 1988) sowie Pneumokokken (Klepser et al.,
1997) aus. Empfindlich sind auRerdem zahlreiche grampositive Anaerobier (s. a.

Material und Methoden — ,Clindamycin®, Seite 50).
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Im Rahmen von Knocheninfektionen haben folgende pathophysiologische Vorgéange

eine zentrale Bedeutung:

° Adhésion von Bakterien an kinstliche und natirliche Oberflachen

(Prothesen, osteosynthetische Materialien, Knochen u. a.)

o Resistenzerhéhung durch die Produktion von Biofiimen (Anwar et al.,
1992; Ceri et al, 1999) mit sekundéarer Stoffwechselminimierung
(hybernating bacterias) und Erhéhung der erforderlichen Minimalen

Hemmkonzentration (Chuard et al., 1991; Ciampolini und Harding, 2000)

Clindamycin minimiert im subinhibitorischen Bereich, unabhéngig von einer
Reduktion der Erregerzahl, die Kolonisation von kinstlichen und natirlichen
Oberflachen durch Staphylococcus aureus (Doran und Rissing, 1983), (Mayberry-
Carson et al.,, 1986) Staphylococcus epidermidis (Khardori et al., 1991) und
Pseudomonas aeruginosa (Selan et al., 1989). Der Hemmung dieses
pathophysiologischen Vorgangs kommt bei der Prophylaxe und Behandlung von
ossaren Infektionen eine zentrale Bedeutung zu. Insbesondere bei
implantatassoziierten Knocheninfektionen spielt die Kolonisation von kinstlichen
Oberflachen durch gramnegative Staphylokokken, insbes. Staphylococcus

epidermidis, eine entscheidende Rolle.

Nach erfolgter Adhasion kénnen Keime, wie beispielsweise Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli,
Mukopolysaccharide sezernieren und einen Biofilm ausbilden, durch den sie sich
sowohl dem korpereigenen Immunsystem als auch der Wirkung von Antibiotika
entziehen. In die extrazelluldre Glycokalyx eingebettete bakterielle B-Lactamasen
kénnen die Resistenz gegeniber B-Lactam-Antibiotika erhéhen (Alam et al., 1990;
Anwar et al., 1990; Anwar et al., 1992; Ceri et al., 1999; Costerton, 1999; Hudson et
al., 1999; Lew und Waldvogel, 1997; Palmer und White, 1997; Schwank et al., 1998;
Selan et al., 1989; Stewart und Costerton, 2001).
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In tiefer gelegenen Glycokalyxschichten minimieren die Erreger auf Grund des
reduzierten Sauerstoffangebots ihren Stoffwechsel und entziehen sich als sog.
,Sschlafende Mikrokolonien® (hybernating bacterias) antibakteriellen Substanzen.
Insbesondere bakriostatisch wirkende Antibiotika, die ihre Wirkung durch

Einflussnahme auf den bakteriellen Stoffwechsel erzielen, sind hiervon betroffen.

Untersuchungen mit licht- und elektronenmikroskopischer sowie
chromatographischer Methodik wiesen fir Clindamycin eine Hemmung der
Glycocalyxproduktion von Staphylococcus aureus (Mayberry-Carson et al., 1986),
Staphylococcus epidermidis (Gismondo et al., 1990), Pseudomnas aeruginosa
(Ichimiya et al., 1994), Streptococcus viridans (Dall et al., 1990) und Bacteroides spp.
(Veringa et al., 1989) nach.

Arbeiten zum Wirkungsverlust verschiedener Antibiotika in Gegenwart von Biofilmen
finden sich unter anderem bei SOULI und GIAMARELLOU (1998). Diese stellten
Effektivitdtsseinbussen von minimal 0,99% flr Rifampicin, 15% ftr Clindamycin, 30%
fur Perfloxacin, 52% fir Teicoplanin und 63% fir Vancomycin fest. SELAN et al.
(1989) verglichen diesbeziglich zahlreiche Antibiotika in Gegenwart von zehn
grampositiven und sechs gramnegativen biofilmproduzierenden Erregern. Dabei
erwies sich Clindamycin zusammen mit Ofloxacin als die am besten geeigneten
Substanzen zur Prophylaxe von biofilmassoziierten Infektionen. Dennoch bendétigte
es in Untersuchungen von CERI et al. (1999) zur Eradikation von Staphylococcus
aureus-Biofilmpopulationen (minimal biofilm eradication concentration - MBEC) eine
1000-fach hoéhere Konzentration wie zur Wachstumshemmung planktonischer

Erreger.

Welchen Stellenwert die vorgestellten Wirkmechanismen des Clindamycins im
Einzelnen bei Knocheninfektionen haben, ldsst sich derzeit noch nicht beantworten.
Zahlreiche tierexperimentelle und klinische Studien belegen jedoch die gute Eignung
von Clindamycin zur Behandlung von Knocheninfektionen (Kaplan et al., 1982;
Mader et al., 1989; Mader et al., 1999; Norden et al., 1986).
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Derzeit werden Uberwiegend Antibiotikatrdgersysteme mit Aminoglykosidzusatz,
insbesondere Gentamycin (z. B. Septopal®, Septocol®) und Tobramycin (z. B.
Osteoset-T®) verwendet. Daneben sind Systeme mit Teicoplanin (Targobone®) (Weis
und Jansen, 1994) und Vancomycin (Winkler et al., 2000) in klinischem Gebrauch.
Experimentelle Arbeiten beziehen sich darUber hinaus auf die lokale Therapie mit
Penicillinen (Bowyer und Cumberland, 1994), Cephalosporinen (Bowyer und
Cumberland, 1994; Yu et al.,, 1992; Zilch und Lambiris, 1986), verschiedenen
Gyrasehemmern (Bowyer und Cumberland, 1994; DiMaio et al., 1994; Nie et al.,
1998; Overbeck et al., 1995; Ramchandani und Robinson, 1998; Yu et al., 1992),
Imipenem (Bowyer und Cumberland, 1994) und Fusidinsdure (Atkins und Gottlieb,
1999; Mackey et al., 1982).

Aminoglykoside sind gegen die meisten Erreger osséarer Infektionen, wie
beispielsweise Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobakterien,
und Haemophilus influenzae wirksam. Kaum empfindlich sind Enterokokken,
Anaerobier, Pneumokokken sowie einige Streptokokken. Bei systemtherapeutischer
Anwendung sind oto- und nephrotoxische Nebenwirkungen zu beachten, die jedoch
unter lokaler Therapie mit Polymethylmethacrylat (PMMA) als Wirkstofftrager
(Palacos®, Septopal®) zu keiner Einschrankung filhren, wie zahlreiche
Untersuchungen belegten (Grieben, 1981; Klemm, 2001; Klemm und Borner, 1986;
Wahlig et al., 1978b; Walenkamp et al., 1998; Walenkamp und Vree, 1981;
Walenkamp et al., 1986).

Tobramycin zeichnet sich durch eine breitere Wirkung gegen Pseudomonas species
aus (Kahlmeter, 1979; Ristuccia und Cuhna, 1982).

Die Glykopeptidantibiotika Vancomycin und Teicoplanin besitzen eine gute Aktivitat
gegenlber fast allen grampositiven Bakterien, insbesondere verschiedenen
Staphylococcus aureus- und Enterokokkenstdmme. Sie sind jedoch im
gramnegativen Bereich gréRtenteils unwirksam. Da sie Reserveantibiotika gegen
multiresistente Staphylokokkenstdmme darstellen, sollte ein breiter, unkritischer

Einsatz aus Griinden der Resistenzbildung vermieden werden.
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Antibiotika der Penicillingruppe (Benzylpenicilline, Phenoxypenicilline,
Aminobenzylpenicilline,  Carboxypenicilline und  Acylaminopenicilline) sowie
Cephalosporine besitzen ein vergleichsweise hohes Risiko fir allergische
Reaktionen, was deren Einsatz flir den implantativen Bereich limitiert (Golembiewski,
2002; Kelkar und Li, 2001; Macy, 2002; Mayorga et al., 2002; Miller, 2002; Primeau
und Adkinson, 2002; Romano et al., 2002).

Die Knochengangigkeit von Clindamycin klassifizieren die meisten Autoren als gut
bis sehr gut (Mader et al., 1989; Miller, S. C. et al., 1999; Nicholas, P. et al., 1975;
Schurman et al., 1975; Stirmer et al., 1981; Summersgill et al., 1982); lediglich
BOSELLI und ALLAOUCHICHE (1999) stufen diese als moderat ein. Bei lokaler
Wirkstoffapplikation ist eine gute Knochengéngigkeit mit einer guten

Penetrationsfahigkeit des umgebenden Gewebes verbunden und deshalb vorteilhaft.

V.5.2. Clindamycingewebekonzentrationen

Die Clindamycinkonzentration in der implantatumgebenden Kortikalis und dem
angrenzenden Knochenmark Uberstieg innerhalb der ersten 14 Tage postoperativ bei
elf von 13 Tieren bzw. 23 von 26 Messwerten die systemtherapeutische
Resistenzgrenze (4 ug/g). Diese Grenze wurde von den meisten Werten deutlich

Uberschritten.

Zwei Tage postoperativ Uberstieg die mediane kortikale Clindamycinkonzentration
die systemtherapeutische Resistenzgrenze um das 294-Fache (Ostim® plus 10)
bzw. das 431-Fache (Ostim® plus 20); im Knochenmark um den Faktor 12 bzw. 409.
Zwei Wochen postoperativ betrug der Median in der Kortikalis das 31-
(Ostim® plus 10) bzw. das 105-Fache (Ostim® plus 20), im Knochenmark das 20-
bzw. 67-Fache der systemtherapeutischen Resistenzgrenze. Bei Versuchsende lag
der Clindamycingehalt in beiden Kompartimenten bei allen Tieren unter der

Nachweisgrenze (0,2 ug/g).
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In der implantatumgebenden Kortikalis und dem angrenzenden Knochenmark wiesen
zehn von 13 Tieren bzw. 22 von 26 Messwerten innerhalb der ersten zwei
postoperativen  Wochen  bakteriostatische = Konzentrationen fur  folgende
osteomyelitisrelevanten Erreger auf (orientiert an den minimalen

Hemmkonzentrationen von planktonisch vorliegenden Bakterien):

o Methicillinsensible Staphylococcus aureus

o Verschiedene  Streptokokken  (S. pyogenes, Serogruppe B,

S. pneumoniae, S. viridans, Enterococcus species)

o Verschiedene Enterobacteriacae (Escherichia, Klebsiella, Enterobacter,

Salmonella, Shigella, bedingt Serratia und Proteus)
o Peptostreptokokken
o Mykoplasma hominis
. Neisseria
o Propionibakterien
o Bacteriodesarten (incl. B. fragilis)
o Corynebacterium diphteriae
o Verschiedene Fusobakterien

o bedingt Pseudomonas aeruginosa und Haemophilus influenzae

(uneinheitliche Literaturangaben)

Insbesondere die Angaben zur Sensibilitdt von Staphylococcus epidermidis stellen
sich in der Literatur sehr uneinheitlich dar. MULLER et al. (1996) beobachteten eine
minimale bakterizide Konzentration von 0,25 ug/ml. KORN und SHAH (1999)

ermittelten dagegen eine minimale Hemmkonzentration (MHK 90) von 512 pg/ml.

Die minimale Hemmkonzentration fir methicillinresistente Staphylococcus aureus
geben LEMMEN et al. (1993) mit 32 ug/ml, KORN und SHAH (1999) mit >32 ug/ml
an. Die erzielten kortikalen Konzentrationen von median 124,2 ug/g (Range:
180,6 ug/g; Ostim® plus 10) und 421,4 ug/lg (Range: 842,5 uglg; Ostim® plus 20)
zwei Wochen postoperativ lagen ebenso wie die medianen

Knochenmarkskonzentrationen deutlich ber diesen Grenzwerten.
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Bei elf von 13 Tieren bzw. 23 von 26 Werten waren innerhalb der ersten beiden
postoperativen Wochen bakterizide Wirkstoffkonzentrationen fiir folgende Erreger

auf:

o Methicillinsensible Staphylococcus aureus

o Verschiedene  Streptokokken (S. pyogenes, S. pneumoniae,

Serogruppe B)
o Clostridium perfringens
. Bacteroides species
o Fusobakterien
o Propionibakterien

o Peptostreptococcus species

Der Clindamycingehalt im Knochenmark lag bei einem von sechs Tieren am zweiten
postoperativen Tag unter der Nachweisgrenze. Bei einem von funf Tieren der
zweiten postoperativen Woche unterschritt die Konzentration im Knochenmark die
systemtherapeutische Resistenzgrenze. Beim gleichen Tier war keine kortikale

Antibiotikumkonzentration messbar.

Ursachen fir diese heterogenen lokalen Wirkstoffspiegel kdnnen eine stark
variierende Pharmakokinetik sowie methodische Ungenauigkeiten sein. Ersteres ist
von den Materialeigenschaften der Tragersubstanz (Oberflachenbeschaffenheit,
Abbaugeschwindigkeit, Porositat u. a.), den physiko-chemischen Gegebenheiten des
Wirkstoffes sowie den Bedingungen im Implantationsbett (Diffusionshindernisse,

Durchblutung, Temperatur, pH-Wert etc.) abhéngig (Wahlig und Dingeldein, 1987).

Unterschiede zwischen den Versuchstieren, welche diese Varianz erklaren wirden,
oder methodische Fehler sind nicht ersichtlich. Ebenso fanden sich keine Hinweise
fur eine stark variierende Pharmakokinetik von Ostim® plus in vitro, sodass dieses

Messverhalten letztlich ungeklart bleibt.
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Auf Grund der grofden Variabilitdten und zugleich geringer Stichprobenumfange ist
die Aussagekraft der lokalen Wirkstoffkonzentrationen eingeschrankt. Eine
diesbeziigliche statistische Auswertung im Hinblick auf signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen mit Ostim® plus 10 und 20 ist aus diesem Grund nicht

moglich und muss ggf. durch weitere Untersuchungen geklart werden.

Fur die klinische Anwendung stellt sich die Frage, inwieweit die hier Uberwiegend
beobachtete Therapiedauer von 2zwei Wochen fir die Behandlung von

Knocheninfektionen ausreichend ist.

Empfehlungen fur eine systemische antimikrobielle Therapie beinhalten Gberwiegend
Behandlungszeiten von vier bis sechs Wochen (Mader et al., 1996; Waldvogel et al.,
1970a, b, c, d). Parenterale Dosisregime variieren zwischen einer achtstiindlichen
Gabe von 900 mg (Mader et al., 1999) sowie flur gramnegative Anaerobier bzw.
Staphylococcus aureus zwischen 600 mg bzw. 300 mg sechsstindlich (Xue et al.,
1996). Da die Therapieempfehlung von MADER et al. (1999) sich nicht auf
bestimmte Erreger beschrénkt, soll diese im Weiteren fiir einen Vergleich zwischen

lokaler und systemischer antimikrobieller Therapie herangezogen werden.

Bei einer Serum-Knochen-Ratio zwischen 0,31 (Budsberg et al., 1991) und 0,4 in
gesundem Knochen (Mader et al., 1989; Nicholas, P. et al., 1975) bzw. 0,98 in
entziindetem Gewebe (Mader et al., 1989) ist unter einem Dosisregime von dreimal
taglich 900 mg i. v. mit maximalen ossdren Konzentrationen zwischen 3,2 ug/g und
9,44 ug/g bzw. 10,2 ug/g bis 23,1 ug/g zu rechnen. Die medianen Gewebe-
konzentrationen unserer Untersuchung Ubertrafen diese Werte zwei Tage
postoperativ ca. um den Faktor 100 bis 1000, zwei Wochen postoperativ um den
Faktor 10 bis 100.

Inwieweit diese hoéheren Gewebekonzentrationen durch eine zunehmende
bakterizide Wirkung eine effektive Behandlung in nur zwei Wochen erméglichen und
ob eine begleitende systemische antimikrobielle Therapie weiterhin erforderlich ist,
kann aus den verfigbaren pharmakokinetischen Daten letztlich nicht geschlossen

werden.
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V.5.3. Antibiotikatragersysteme im pharmakokinetischen

Vergleich

Ein Vergleich verschiedener Antibiotikatragersysteme ist auf Grund stark variierender

Nach-
beobachtungszeiten u. a. nur bedingt méglich. Erschwerend limitiert sich die Anzahl

Versuchsanordnungen, wie Operations-, Tiermodell, Implantatmenge,
von Messzeitpunkten, da dies in der Regel eine Euthanasie der Versuchstiere
erfordert. Dies spiegelt sich in den teilweise groften Standardabweichungen der

Mittelwerte wieder. Die folgende Darstellung kann deshalb nur orientierend einen

Uberblick geben.

Tabelle 9: Mittlere ossédre  Wirkstoffkonzentrationen nach Implantation verschiedener
Antibiotikatragersysteme mit Standardabweichung.
@ AB- D irk Maxima
e Antibiotikummenge/| Konzentration |Zeitpunkt der| —aq o VX"B “ | serum- = dell Aut
ystem Implantat Ossére Maxima | AB-Maxima sSar?:reI 1— Konzen- iermode utor(en)
(ug/g) pieg tration(pg/ml)
Eigene Untersuchung:
Ostim® 35+ Clindamycin-HCl 964,5 (+ 603,9)/ 1.29/1,6 . Eigene
Clindamycin 10/20| (= 100 mg/200 mg) 4107.2 2.d 22w (£ 0.7/ Kaninchen Untersuchung
(£ 5600,5) +0,91)
Poly-, Oligo- und Dimere:
: 0,3 Wahlig
Septopal® Gentamycinbase 20 e ’
- . 7.d 4w (Einzel- Hund etal.
(PMMA)-Kugeln (= 63—-166 mg) (Einzelwert) wert) (1978)
Palacos® R . Wahlig et al.
(PMMA)-Zement Gentamycin 5,8 7.d 22 a - Hund (1980)
Acryl-Knochen- . Korkusuz et al.
zement 5 mg Gentamycin 23,6 (£ 0,7) 5.d 13w - Ratte (1993)
Acryl-Knochen- - Marks et al.
sement Oxacillin 127 1.d 23w - Hund (1976)
50:50 Poly- . . Ramchandani
Milchs.-Co- Clpr?l‘lgge::im)-HCI (+118580) ?szd) 26w A 1,3 Kaninchen | und Robinson
Glykolsaur. 9 * (1998)
85:15D,L- Ofloxacin
Laktat:Glykol- - - 24 w 0,38 Kaninchen | Nie et al. (1998)
(10 mg)
Polymer
. . . . Overbeck et al.
Polyglykolsaure Ciprofloxacin 240 2.d 26 w - Kaninchen (1995)
Milchsaure- Dideoxykana- 1,29 . .
oligomer mycin B 1000 7.d 6wB (+0.22) Kaninchen | Wei et al. (1991)
Kanellakopoulou
DL-Di-Milchséure | Perfloxacin (151’%) 15.d &Ozdvﬁ 0 Kaninchen | + Giamarellos-
- ’ Blurboulis (2000)
. . Gentamycinsulfat
Fettsdure-Dimer+ | =~ 400. 15004 1,7/4.0 7.d 28w 0,59/1,03 |Kaninchen| Neison etal.
Sebacins. » (1997)
(= 58/116 mg)

1 Lokale Konzentration Uber der systemtherapeutischen Resistenzgrenze
A bei Resistenzgrenze = 1-2 ug/ml
B bei Resistenzgrenze < 1.56 ug/g
C bei Resistenzgrenze < 0.5 pg/ml
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I AB- D irk Maxima
Svst Antibiotikummenge/| Konzentration |Zeitpunkt der| - 24" VX"B " | serum- Ti doil | Aut
ystem Implantat Ossére Maxima | AB-Maxima sasm?-:-er N - Konzen- iermode utor(en)
(uglg) PIEGEL ltration(ug/mi)
Kollagen (Bovines Kollagen Typ I):
Sulmycin®-lmplant G((a:??)r/:n)s_?lz Wahlig und
(Kollagen- ©mg 3-10 3.d 212d 0,68 A Kaninchen Dingeldein
Gentamycinsulfat
schwamm) (1988)
(=2.9 mg)
Kollagen- . . Sternberger et
schwamm Gentamycin 13.2 7.d 8w - Kaninchen al. (1997)
Kollagen- Gentamycinsulfat 1025,2 1,25 . Humphrey et al.
schwamm (130 mg) (£ 1162,6) 12h 24w (£0,29) |Kaninchen| 908
Calciumphosphatverbindungen:
Porése HA- 5mg _ Korkusuz et al.
Keramik?1 Gentamycinsulfat 60 (£ 12) 8.d ~3M ) Ratte (1993)
Flucloxacillin-Na 0,9 1.d 1d
) o - Hund )
TCP-Keramik- (15 Gew%) |g 629,1 1.d Eitenmdiller et al.
granulat2 Fosfomycin (1983)
(12 Gew%) 2,46 3.d 3d - Hund
TCP-Keramik; 2.74-4.49 mg . Lambotte et al.
Porositat: 45% Gentamycin <15 s2d 0d ) Kaninchen (1998)
Ca-P 3-Zement + . Knochenmark: 54d . Sasaki und Ishii
PLA 4 Gentamycinsulfat 134.2 24.d (7.7 w) - Kaninchen (1999)
Glasskeramik :
Apatit-Wollastonit- - . Kawanabe et al.
Glasskeramik Isepamicinsulfat 28 w - Kaninchen (1998)
Calciumsulfat:
Vanco- | plain ~20 4.d >4d 0,6-
Calciumsulfat- mycin +PLA- . Benoit et al.
hemihydrat | (60 | ops. ~10 4d 3w o |Kaninchen| " (19q7)
mg/9) | Uberzug
Calciumsulfat- s 80 _ 8,7 . Dobrasz, J. et al.
hemihydrat Tobramycin 4% (£ 20) 4.h =9d (£ 2,3) Kaninchen (1999)
Gentamycin 19 <7.d 20 Kaninchen
, (x23) (£ 0,5)
Calciumsulfat Straul® (1999)
Vancomycin 132,5 >14.d 11 Kaninchen
Y (£ 104,2) ' (+03)
Fibrin:
. . . 32.5 2,9 . Tsourvakas et
Fibrin Ciprofloxacin (£2.1) 2.d 10d (£0,3) Kaninchen al. (1995)
Chitosan :
. Gentamycin 56 d . Aimin et al.
Chitosan (2,7-3,3 mglkg KG) 40,4 1.d 8 w) 0,92 Kaninchen (1999)

A nach Implantation von ca. 2 x 4 mg Gentamycinsulfat
14x3x3mm
2 Tricalciumphosphat; (KorngréfRe: 2 — 3 mm Durchmesser)
B plus Copolymeriberzug
3 Calciumtriphosphat (75%), Calciumtetraphosphat (20%), Calciumdiphosphat (5%)
4 Poly-L-Milchsaure; (10 000 D)
5 Polymilchsaureglykolséaure
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Die durchschnittlichen kortikalen Wirkstoffkonzentrationen erreichten in der
vorliegenden Untersuchung am zweiten postoperativen Tag mit 964,5 ug/g (SD:
603,9 ug/g; Ostim® plus 10) und 4107,2 (SD: 5600,5; Ostim® plus 20) ihr Maximum.
Ostim® plus 20  Gbertraf damit die Werte samtlicher hier aufgefiihrter

Antibiotikatragersysteme. Ostim® plus 10 erzielte den vierthchsten Spiegel.

Hohe Werte sind auch bei Poly-Milchsaure-Co-Glykolsdure in Kombination mit
Ciprofloxacin in einem vergleichbaren Untersuchungsmodell zu beobachten
(Ramchandani und Robinson, 1998). Nach femuraler Implantation von ca. 100 mg
des  Antibiotikums beim  Kaninchen wurden dabei  durchschnittliche
implantatangrenzende ossdre Wirkstoffkonzentrationen von 1800 ug/g (SD:

1200 ng/g) sechs Wochen postoperativ gemessen.

Mit 1025 ug/ml  (SD: 1163 ug/ml) zwélf Stunden postoperativ erreichte ein
gentamcicinsulfatbesetzter Kollagenschwamm nach femuraler Implantation beim
Kaninchen (3 mg Gentamycin/kg KG) vergleichbar hohe Werte (Humphrey et al.,
1998).

Das Erreichen der durchschnittichen Gewebemaximalkonzentration fand bei
Ostim® plus am zweiten postoperativen Tag vergleichsweise frih statt, was in
Einklang mit der beobachteten In-vitro-Freisetzungskinetik mit initialem burst und
nachfolgend langsam abfallenden Abgaberaten steht. Da ein friiher Wirkungsbeginn
ein entscheidender prognostischer Faktor fur die Therapie und Prophylaxe von
bakteriellen (Knochen-)Infektionen darstellt, ist dieses Wirkprofil als positiv zu
bewerten (Jacob et al., 1991).

Ahnlich friihe Wirkstoffspitzen erzielten Gips plus Tobramycin (4. h) (Dobrasz et al.,
1999), Acrylknochenzement mit Oxacillin (Marks et al., 1976), Chitosan plus
Gentamycin (Aimin et al., 1999) (1. d), Polyglykolsaure plus Ciprofloxacin (Overbeck
et al., 1995) und Fibrin mit Ciprofloxacin  (Tsourvakas et al., 1995) (2.d),
verschiedene Kollagenschwamme (0,5. -7. d) (Humphrey et al., 1998; Wahlig und
Dingeldein, 1988) sowieTricalciumphosphatkeramikpraparate (Eitenmiuller et al.,
1983; Lambotte et al., 1998).



Diskussion Seite 164

In der vorliegenden Arbeit lagen die lokalen Clindamycinkonzentrationen bei elf von
13 Tieren fur einen Zeitraum von 14 Tagen Uber der systemtherapeutischen

Resistenzgrenze (4 ug/g).

Wirksame  ossdrer  Antibiotikumkonzentrationen  (>MHK)  bestehen  Dbei
unbeschichteten Tricalciumphosphatkeramiken fir die Dauer von Null bis drei Tagen
(Eitenmdiller et al., 1983; Lambotte et al., 1998), bei Calciumsulfat mit Tobramycin ca.
neun Tage (Dobrasz et al., 1999) und mit Vancomycin tber vier Tage (Benoit et al.,
1997). Fibrin plus Ciprofloxacin erzielte eine Therapiedauer von zehn Tagen
(Tsourvakas et al., 1995) und Sulmycin®Implant plus Gentamycinsalz sowie ein
handelslblicher gentamycinbeladener Kollagenschwamm zwdélf Tage (Wahlig und
Dingeldein, 1988).

Ubertroffen wurde eine zweiwdchige Wirkdauer im Tierversuch unter anderem von
Septopal® plus Gentamycinsulfat (4 w) (Wahlig et al., 1978a), gentamycinsulfat-
besetztem Kollagenschwamm (Humphrey et al., 1998; Stemberger et al., 1997) (8
bzw. 4 w), einer porésen HA-Keramik mit Gentamycinsulfat (ca. 3 M) (Korkusuz et
al., 1993) wund Polymilchsaure-Co-Glykolsdure plus Ciprofloxacin (6 w)
(Ramchandani und Robinson, 1998).
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V.5.4. Serumspiegel

Fur eine achtstindliche Gabe von 900 mg Clindamycin i. v. ermittelten FLAHERTY et
al. (1988) durchschnittliche maximale Serumspiegel von 16,3 ug/ml (SD: 4,0 ug/ml)
und mittlere Zwolf-Stunden-Werte von 0,9 ug/ml (SD: 0,5 ug/ml). Zu vergleichbaren
Ergebnissen kamen DE HAAN et al. (1972), die nach einmaliger intravendser
Infusion von 900 mg Clindamycin durchschnittiche Serumhd&chstwerte von
10,4 ug/ml bei gesunden Probanden und 23,6 ug/ml bei Patienten sowie

durchschnittliche Zwélf-Stunden-Werte von 1,1 ug/ml beobachteten.

Nach Implantation von Ostim® plus 10/20 lagen die jeweiligen postoperativen
Clindamycinhéchstwerte im Serum mit einem geometrischen Mittel von 1,109 pug/mi
[0,325; 3,785] bzw. 1,297 ug/ml [0,454; 3,706] (p=0,57535) ca. um den Faktor zehn
bis 20 unter diesen Werten. Systemische Nebenwirkungen sind demnach bei lokaler
Applikation von Ostim®plus in geringerem MaRe zu erwarten als bei systemischer

Wirkstoffapplikation.

Dies steht in Ubereinstimmung mit zahlreichen Untersuchungen zur Pharmakokinetik
lokal applizierter Antibiotikatragermaterialien (Blaha et al., 1993; Gitelis und Brebach,
2002; Kanellakopoulou und Giamarellos-Bourboulis, 2000; Letsch et al., 1993; Liu et
al., 2002; Mader et al., 2002; Stemberger et al., 1997; Walenkamp et al., 1998; Zilch
und Lambiris, 1986).

Die postoperativen Clindamycinserumkonzentrationen von Ostim® plus 10/20 wiesen
im zeitpunktweisen Testen keine Hinweise auf Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen auf. Ursachlich hierfir kdénnen groRe Variabilitdten, die kleinen
Stichprobenumfénge sowie der anteilig sehr geringe Ubertritt des Wirkstoffs in den

systemischen Kreislauf sein.

Inwieweit durch einen hoheren Clindamycinanteil in der Prifsubstanz langer
anhaltende und héhere lokale Wirkstoffspiegel bei weiterhin niedrigen Serumspiegeln
zu erzielen sind, miussen weiterfihrende Untersuchungen, ggf. mit einer gréReren

Versuchstierzahl zeigen.
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V.5.5. In-vitro-Freisetzungskinetik von Ostim® plus

Die Eluierung erfolgte in Phasphatpuffer mit pH 7,4 und einer Temperatur von 37 °C

um mdglichst physiologische Bedingungen zu schaffen.

Im dreitdgigen Elutionsversuch zeigte Ostim®plus 25 eine exponentielle
Freisetzungskinetik in Form von initial hohen und anschlieBend abfallenden
Abgaberaten. Die dabei erzielte durchschnittliche Wirkstoffkonzentration Ubertraf
nach einer Stunde mit 1282,08 ug/ml (SD: 127,60 ug/ml) die minimale
Hemmkonzentration von 4 ug/ml um ein Vielfaches. Bei Vergleich mit den minimalen
Hemm- und -bakteriziden Konzentrationen (s. Tabelle 2, Seite 54) zeigt sich, dass
hierdurch eine antibakterielle Wirkung gegen samtliche osteomyelitisrelevanten

Erreger bestent.

In der achten Stunde nach Versuchsbeginn erzielten die Proben erstmals eine
durchschnittliche Clindamycinabgabekonzentration, die unter der minimalen
Hemmkonzentration lag (3,29 ug/mi/h, SD: 1,22 ug/mi/h). Zu diesem Zeitpunkt waren
lediglich 7,65% der initial vorhandenen Antibiotikummenge freigesetzt worden.

Dennoch fand bis zum Versuchsende (72 h) keine signifikante Abgabe mehr statt.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundene In-vivo-Pharmakokinetik wies im
Gegensatz hierzu eine prolongiertere und vollstdndigere Wirkstofffreisetzung, tber
zwei bis vier Wochen auf. Hierbei ist zu bedenken, dass durch stiindliche Wechsel
der Eluatlésung eine Anreicherung der Prifsubstanz oder Speicherung in

umgebendem Gewebe, wie sie in vivo zu erwarten ist, nicht stattfindet.

Die Proben erwiesen sich im Eluationsversuch als weitestgehend I6sungsstabil,
sodass eine Substratfreisetzung allein aus den peripheren Anteilen diskutiert werden
kann. Eine entscheidende Mitbeeinflussung der Pharmakokinetik von Ostim® plus
durch Dbiologische, biochemische und biomechanische Erschliellungs- und

Degradationsvorgangen ist somit anzunehmen.
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VI.ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Eignung von phasenreinem, nanokristallinem
Hydroxylapatit (Ostim®) als Knochenersatzmaterial und Antibiotikumtragersystem in

Kombination mit Clindamycin.

Nach femuraler Implantation bei 26 Kaninchen und einer polychromen
Sequenzmarkierung mit Calceingrin  und Alizarinkomplexon erfolgte eine
histologische und fluoreszenzoptische Befundung mit Nachbeobachtungszeiten von

zwei und vier Wochen.

Pharmakokinetische Fragestellungen hatten die Messung der Freisetzungskinetik in

vitro und in vivo sowie der postoperativ auftretenden Serumspiegel zum Inhalt.

Die Ostim®-Paste fillte den Defekt formschlissig aus und unterlag einer vom
Lagerknochen ausgehenden, zellular-vaskuldren ErschlieBung durch Makrophagen,
Granulozyten, mehrkernige Riesenzellen vom ungeordneten Typ und Blutgefale.
Das Interface stellte sich weitestgehend bindegewebsfrei dar. Neu gebildete
Geflechtknochentrabekel wuchsen unter osteokonduktiver Wirkung von Ostim®-

Schollen vom Lagerknochen aus in das Defektzentrum vor.

In komplett knéchern durchbauten Defektbereichen zeigte die Prifsubstanz einen
vollstdndigen Abbau, in den Ubrigen Bereichen lag sie grobschollig zerfallen bis

kompakt vor und war von ZellstralRen durchzogen.

Bei zehn von 13 Tieren erzielte Ostim®plus lokal bakteriostatische und teilweise
bakterizide Wirkstoffkonzentrationen gegen die meisten kausalen Erreger von
Knocheninfektionen fir die Dauer von zwei Wochen. Die durchschnittlichen
Serumhdchstwerte lagen dabei um den Faktor zehn bis 20 unter denen einer

systemischen Therapie.
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Ostim® erwies sich als osteokonduktives Knochenersatzmaterial mit einfacher
Applikation, formschlUssiger Defektfullung, guter Biokompatibilitdt und einem

vollstandigen, an die Knochenneubildungsrate angepassten, Abbau.

Unter Clindamycinzusatz war eine signifikante Verzégerung der zelluldren und
vaskuldren ImplantaterschlieBung, des Implantatabbaus und der knéchernen
Heilungsprozesse zu beobachten. Inwieweit dies auf eine, durch gastrointestinale
Nebenwirkungen bedingte, Reduktion des Allgemeinzustandes dieser Tiere, eine
direkte Clindamycinwirkung oder durch Wechselwirkungen zwischen Clindamycin
und Ostim® zuriickzufiihren ist, kann die vorliegende Untersuchung nicht

beantworten und miussen ggf. weitere Studien klaren.

VIl. SUMMARY

The present study investigated the properties of nanocrystalline hydroxyapatite
(Ostim®) as bone substitute and implantable drug delivery system (IDDS) in

combination with clindamycin.

After femoral implantation in 26 White New Zealand rabbits and fluorochrom-imaging
with calceingreen and alizarin complexon, histological and fluorescenceoptic

evaluation were made after a follow-up of two and four weeks.

Pharmocokinetic studies characterised the drug release in vitro and in vivo, including

postoperative serum drug levels.

The defect was filled out completetely by the Ostim®-paste. Macrophages,
segmented granulocytes, mutlinucleated giant cells and blood vessels migrated into it
from the periphery. The interface was mostly free of connective tissue. New formation
of woven bone trabeculae proceeded from the mature bone into the defect under

osteoconduction of bigger Ostim®-particles.
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In areas filled with new bone the implant was completely degraded, in others it was

decomposed into clods or it was a massive paste with invaded cell streets.

In ten of 13 animals Ostim® plus achieved local bacteriostatic and partly bactericide
concentrations against most causative bacteria of osteomyelitis for a period of two
weeks. Serum peak levels were on avarage ten to 20 times lower than with systemic

application.

Ostim® proved to be a osteocunductive bone substitute with easy handling, form-fit
filling of the created bone defect, good biocompatabiltiy and a complete degradation,

adapted to the rate of new bone formation.

In combination with clindamycin significant decrease of cellular and vascular
invasion, implant degradation and new bone formation was observed. Wethter this is
caused by an observed decreased general condition of the animals due to
gastronitestinal side effects, a direct effect of clindamycin or an interaction between

clindamycin and Ostim® is not clear and may further studies show.
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IX. ANHANG

IX.1. Postoperative Gewichtsentwicklung der Versuchstiere
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Abbildung 115: Postoperative Gewichtsentwicklung der Versuchstiere nach Implantation von ca. 1g
Ostim®/Ostim® plus. Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler. Das durchschnittliche Gewicht der
Ostim®-Gruppe unterscheidet sich am siebten postoperativen Tag von dem der vorzeitig verstorbenen
Tiere der Ostim® plus-Gruppen vom achten postoperativen Tag (p=0,03695). Im Ubrigen finden sich

keine Hinweise auf Unterschiede zwischen den Gruppen in der paarweisen Testung mittels t-Test.
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IX.2. Lokale Clindamycinkonzentrationen

Tabelle 10: Lokale Clindamycinkonzentrationen nach Implantation von ca. 1g Ostim® plus 10/20 in
den Femurmarkraum von 18 Kaninchen. Einzelwerte.

Clindamycinaktivitat des Implantates
Implantations-1  4qg, 20% 10% 20% 10% 20%
dauer
(Tage) Clindamycinkonzentration (ug/g)
Kortikalis Knochenmark Implantat
1432,6 10504,8 1124,8 85072 10947,6 59424
2d 1178,2 90,2 50,5 1636 2789,2 1463,2
282,8 1726,7 27,3 X 1211,8 11984,8
8d 833,2 2718,8 3598,4 942,4 3123 19155,2
218,8 842,6 603,7 534 1544,3 4560
14d 124,2 X 81,6 1,3 1294 10,7
38,1 9,1 246
X X X X 8,6 X
28d X X X X 3 X
X X X

x: unter der Nachweisgrenze (0,2 ng/g)

IX.3. Postoperative Clindamycinserumkonzentrationen

Tabelle 11: Postoperative Clindamycinserumspiegel nach Implantation von ca. 1 g Ostim® plus 10/20
in den Femurmarkraum von 18 Kaninchen. Geometrische Mittelwerte (ug/ml) mit 2s-Intervall ([ ]).

Postoperative Clindamycinserumspiegel
Stunden Geometrische Mittelwerte (ug/ml) mit 2s-Intervall ([ ])
postoperativ
Ostim® plus 10 Ostim® plus 20
2 0,943 [0,319; 2,790] 1,062 [0,371; 3,039]
4 1,036 [0,317; 3,389] 1,094[0,369; 3,239]
8 0,887 [0,238; 3,306] 1,098 [0,348; 3,465]
24 0,685 [0,159; 2,946] 0,829 [0,329; 2,092]
48 0,319 [0,046; 2,232] 0,279 [0,061; 1,266]
72 0,316 [0,081; 1,160] 0,355 [0,046; 2,762]
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IX.4. Rezepturen und Arbeitsabldufe

IX.4.1. Karnovskylésung

409 Paraformaldehyd

1,2 ml 1 N NaOH

100 mi Glutardialdehyd 50%-ig

1000 ml Phosphatpuffer nach Sgrensen
500 ml VE-Wasser

pH-Wert 7,2-7,4

1X.4.2. Phosphatpufferlésungen

Phosphatpufferstammlésung 1-molar

Vermengung von 112,5 g Na,HPO4 und 30 g KH,PO,4 in 1000 ml VE-Wasser

Phospatpuffer 1/15-molar

23,97 g Na;HPO,4 + 44,35 g KH,PO4 in 2500 ml VE-Wasser auflésen

IX.4.3. Toluidinblaufarbung

Praparatschliff 10 Minuten in 30%-igem H,O, unter Rilhren anétzen
Abspulen mit Leitungswasser und Abwischen mit Zellstoff
5 - 15 Minuten mit Toluidinblaulésung farben

Abspulen mit Leitungswasser und Abwischen mit Zellstoff

o M 0N =

Eindecken mit lichthartendem Einkomponentenprazisionskleber
(Technovit 7210 VLC; Kulzer & Co GmbH) und Deckgldschen
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IX.5. Pathologischer Befundbericht

"Befundbericht

fzmb.

diagnostik

Karl Hubenschmid

Industrieforschungsauftrag
Clindamycin-Hydroxylapatit
(Tierversuch mit Kaninchen)

99947 Bad Langensalza
Tel.: 03 603 - 833 170 (Labor)
Fax: - 833 150

An Einsender Forschungszentrum fiir Medizintechnik und
. Biotechnologie e. V. - fzmb—diagnostik
Coripharm Geranienweg 7

Tierhalter Patient

Coripharm/fzmb

Kaninchenbestand

Rechnungsbetrag - netto

DM

an Tierarzt 237,00 DM an Tierhalter

zuzlglich Verwaltungsaufwand und MwsSt.

1. Angaben zur Einsendung und zur Untersuchung

Labornummer Probenart Datum Probeneingang Datum Befundausgang
1061 u. 1062 2 Tierkorper 08.06.2000 16.06.00
Todeszeitpunkt: in der Nacht zum 08.06.2000

Untersuchungsgut:
Signalement:

Vorbericht:

Untersuchungsgang:

2 verendete Kaninchen
Weilke Neuseelander, 1 Jahr, weiblich

postoperative Komplikationen (intramedulldare Clindamycin-
Hydroxylapatit-Applikation)

Labornummer 1061, Kaninchen 2 (Gruppe 1/200 mg):

Durchfall, Exsikkose,

Behandlung: Gentamicin und subkutane Flissigkeitssubstitution
Labornummer 1062, Kaninchen 15 (Gruppe 11/100 mg):

Stoérung des Allgemeinbefindens seit wenigen Stunden,
Behandlung: subkutane Flussigkeitsapplikation

pathologisch-anatomische Untersuchung,
parasitologische Untersuchung (Flotation u. Sedimentation),
mikrobiologische Grunduntersuchung (aerober Kulturversuch),
Untersuchung auf Salmonellien (incl. Anreicherung),
Kulturversuch anaerob (Darminhalt, incl. Anreicherung),
mikroskopische Untersuchungen:
Bewertung der Darmflora / Milzabklatsch (Gramféarbung),
Herzblutausstrich (Methylenblaufarbung).
Keimdifferenzierung (biochemisch, BD-System).
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mikrobiologische Untersuchungen

1061 (Kaninchen 2) mikroskopische Untersuchung:

Darmflora**

Dlnndarm: einzelne plumpe grampositive Stabchen

Dickdarm: massenhaft gramnegative Bakterien, einzelne
grampositive Stabchen

Milzabklatsch und Herzblutausstrich:

Es wurden keine Bakterien nachgewiesen.

aerobe Kultivierung:

Leber, Galle, Milz und Niere;

In den untersuchten Organen wurden keine vermehrungs-

fahigen Keime nachgewiesen.

Lunge:

Es wurde ein sehr geringer* Keimgehalt an schwach

hamolysierenden Staphylokokken nachgewiesen.

Dinndarm:

Es wurden keine vermehrungsfahigen Keime nachgewiesen.

Dickdarm:

In der untersuchten Probe wurde ein starker* Keimgehalt an

Escherichia coli nachgewiesen.

Untersuchung auf Salmonellen:

Es wurden keine vermehrungsfahigen Salmonellen

nachgewiesen (Darm, Organe).

Untersuchung auf Anaerobier:

Diinndarm: Es wurde ein mittlerer* Keimgehalt an Clostridien
(Cl. tertium***) nachgewiesen.

Dickdarm: Es wurden keine vermehrungsfahigen Anaerobier
nachgewiesen.

Uber die Anreicherung (gemeinsamer Ansatz fiir Diinndarm

und Dickdarm) wurden Clostridien kultiviert. Diese wurden

nicht weiter differenziert.

1062 (Kaninchen 15) mikroskopische Untersuchung:

Darmflora**:

Dunndarm: zahlreich grampositive und gramnegative
Stabchenbakterien

Dickdarm: Mischflora, darunter massenhaft gramnegative
Stabchen und zahlreich grampositive plumpe Stabchen

Herzblutausstrich: Es wurden keine Bakterien nachgewiesen.

aerobe Kultivierung:

Leber, Galle, Milz, Niere und Lunge:

In den untersuchten Organen wurden keine vermehrungs-

fahigen Keime nachgewiesen.

Dinndarm und Dickdarm:

In den untersuchten Proben wurde ein starker* Keimgehalt an

Escherichia coli nachgewiesen.

Untersuchung auf Salmonellen:

Es wurden keine vermehrungsféhigen Salmonellen

nachgewiesen (Darm, Organe).

Untersuchung auf Anaerobier:

Es wurden im direkten Ansatz gesondert fiir Dinndarm und

Dickdarm keine vermehrungsfahigen Anaerobier nachge-

wiesen. Uber die Anreicherung (gemeinsamer Ansatz fiir

Diinndarm und Dickdarm) wurden Clostridien kultiviert. Diese

wurden nicht weiter differenziert.

* semiquantitative Beurteilung anhand der Zahl koloniebildender Einheiten (kbE)

geringer Keimgehalt mittlerer Keimgehalt starker Keimgehalt
1-30 kbE 31-100 kbE > 100 kbE

[
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ki Beim Kaninchen ist der Inhalt des Diinndarmes unter physiologischen Bedingungen
nahezu keimfrei; der Dickdarm enthalt physiologischerweise eine ausgewogene
Mischflora verschiedener, (iberwiegend grampositiver Keime.
b ClI. tertium ist ein fakultativ pathogener Darmbewohner.

Antibiogramm

Antibiotikum Bakterienisolat
Escherichia coli Escherichia coli
Labornummer 1061 |Labornummer 1062
(Kaninchen 2) (Kaninchen 15) .
Ampicillin R R
Amoxycillin I |
Cephalotin R R
Oxytetracycline S S
Tetracyclin S S
Enrofloxazin S S
Ciprofloxacin S S
Streptomycin S S
Neomycin S S
Gentamicin S S
Kanamycin S S Bewertung
Polymyxin B S S S = sensibel, empfindlich
Chloramphenicol S S R = resistent
Sulfamethoxazol/ S S n.a. = nicht auswertbar
Trimethoprim

Die Antibiogramme wurden aus mikrobiologischer Sicht erstelit. Die Zulassungebeschrankungen fir einzelne Tierarten sind zu beachten.

4. Zusammenfassung und Bewertung

Labornummer 1061 (Kaninchen 2):

unphysiologischer Gehalt an Clostridien im Dinndarm,

unphysiologischer Keimgehalt im Dickdarm (massenhaft E. coli) unter Verdrangung anderer
dort physiologischerweise vorkommender Keime,

Toxamie mit pathologisch-anatomischen Veranderungen der Milz und des Dickdarmes
geringgradiger Befall mit Kokzidien.

Labornummer 1062 (Kaninchen 15):

unphysiologischer Keimgehalt (E. coli und Clostridien) im Diinndarm,
unphysiologischer Keimgehalt im Dickdarm (massenhaft E. coli),

Toxamie mit pathologisch-anatomische Veranderungen im Larynx und der Trachea
geringgradiger Befall mit Kokzidien.

Bei beiden untersuchten Kaninchen kam es infolge einer Dysbiose im Darminhalt zur
Enterotoxamie mit Todesfolge durch Kreislaufversagen.

zum Verstandnis:

Die Darmflora von Kaninchen reagiert relativ empfindlich auf verschiedene Faktoren (Stref,
allgemeine Erschoépfung, Applikation von Antibiotika mit (iberwiegend grampositivem
Wirkungsspektrum, Parasitenbefall, Anderungen in der Futterung etc.). Dann kénnen sich
potentielle Toxinbildner wie E. coli und Clostridien im Dickdarm massiv vermehren und
physiologischerweise dort vorkommende andere Keime verdrangen sowie in den Dinndarm
aufsteigen. Unter diesen Bedingungen werden von den genannten Bakterien groRere
Mengen verschiedener Toxine mit lokalen (Entziindung, Durchfall) und nach Schadigung der
Darmschranke allgemeinen Wirkungen gebildet. Erfahrungsgemalf ist dieses Krankheitsbild
therapeutisch haufig kaum zu beeinflussen.

Mit freundlichen Griien @ m
fe
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