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EINLEITUNG UND THEORETISCHE GRUNDLAGEN

1 EINLEITUNG UND THEORETISCHE GRUNDLAGEN

1.1 Einleitung

In Europa werden jahrlich etwa 500.000 Huftprothesen implantiert (Breusch et al.,
2000), etwa 135.000 hiervon in Deutschland. Die Inzidenz fir Infektionen liegt bei 0,5
bis 2% (Geipel und Herrmann, 2005) bei Priméareingriffen. Die Protheseninfektion ist
daher eine schwerwiegende Komplikation und macht eine aufwéandige und sowohl fur

den Patienten als auch fur das Gesundheitssystem belastende Therapie erforderlich.

Huftprothesen kdénnen mit Hilfe von Knochenzement im Knochen verankert werden.
Eine andere Mdoglichkeit besteht darin, auf diese Verankerung zu verzichten und die
Prothese ,zementfrei“ zu implantieren. Welches Verfahren man wahlt ist, von der
jeweiligen Indikationsstellung abhangig. Ohne Verwendung von Zement implantierte
Prothesen besitzen durch das Einwachsen des Knochens eine bessere
Sekundarstabilitdt, wodurch sie fur junge, aktive Patienten als sinnvoll einzustufen sind.
Es zeigen sich in diesem Kollektiv bessere Ergebnisse als bei zementierten Prothesen
(Chandler et al., 1981; Stromberg et al., 1988; Debrunner, 2002). Eines der
Hauptprobleme bei Prophylaxe von Knocheninfekten besteht darin, lokal im operierten
Gewebe eine ausreichend hohe Konzentration an Antibiotika zu erzielen, ohne dass
diese jedoch toxische Werte im Serum erreichen. Als Lésungsansatz wurde bereits
1970 PMMA-Zement mit Antibiotikazusatz zur Reduktion der Infektionsraten bei der
zementierten Technik  verwendet (Buchholz und Engelbrecht, 1970). Fir die
zementfreie Implantation von Prothesen gab es bisher keine gleichwertige Mdglichkeit.
Deshalb wurden Uberlegungen zur Entwicklung einer effektiven Infektionsprophylaxe
auch in diesem Bereich angestellt. Ein mdglicher Ansatz ist, die Prothesen mit
Antibiotika zu beschichten, welche zusatzlich zu einer Hydroxylapatit(HA)-Matrix auf
die Implantate aufgebracht werden. Als Antibiotikum eignet sich z.B. Gentamicin,
welches gute Ergebnisse sowohl hinsichtlich der antimikrobiellen Wirksamkeit als auch

der Zellvertraglichkeit zeigt.

1.2 Arthrose

Bei der Arthrose (Synonym: Arthrosis deformans, Osteoarthritis) handelt es sich um
eine degenerative Veranderung der Knorpel- und Knochenstruktur eines oder mehrerer

Gelenke. Sie ist primdr nicht-entzindlich und fohrt zu zunehmender
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Gelenkdeformierung, wobei das Krankheitsbild variiert, je nachdem welche Gelenke
betroffen sind. Haufig sind Huft- und Kniegelenke, sowie die Gelenke der Wirbelsaule
und Hande erkrankt (Cooper, 1998).

Die Deutsche Gesellschaft fiir Rhematologie (2000) definiert die Coxarthrose als eine
primére Knorpelerkrankung mit Gehbehinderung und schmerzhafter
Bewegungseinschrankung im Huftgelenk, die entweder primar ohne erkennbare
Ursache - U(Uberwiegend im Alter — oder sekundar nach verschiedenen
Gelenkerkrankungen auftritt. Ursachen konnen zum Beispiel Traumata, wie
intraartikulare Frakturen, Fehlbelastungen oder verminderte Belastbarkeit des

Knorpelgewebes sein (Debrunner, 2002).

Zu Beginn einer Arthrose wird durch mechanischen Verschleild die vormals glatte
Oberflache des Gelenkknorpels aufgeraut und die Tangentialfaserschicht
verschwindet. Der Knorpel beginnt, ,weich* zu werden (Chondromalazie) und wird
schlie3lich zur Ganze weg geschliffen, so dass die subchondralen Knochen freiliegen
und aneinander reiben. Im Rontgenbild ist eine Gelenkspaltverschmalerung zu
erkennen. Die artikulierenden Flachen werden gegeneinander verschoben, was sich im
Folgenden zur Subluxation und zu schwerer Deformitat weiter entwickeln kann. Auf
diese Vorgange antwortet der Knochen reaktiv. Der spongitése Anteil in der
Belastungszone des subchondralen Knochens wird durch Knochenneubildung dichter
und erscheint im Rontgenbild als Sklerosierung. Im Zentrum dieser Sklerosezonen
entstehen durch den Druck Hohlraume — Zysten — die mit gallertigem Dendritus gefullt
sind und haufig mit der Gelenkflache in Verbindung stehen. In den Randzonen des
artikulierenden Knochens fuhrt die fehlende Belastung zu Knochenbildung -
Osteophyten — die den breiter werdenden Gelenkspalt in den unbelasteten Zonen
ausfillen. Durch die zunehmende Inkongruenz des Gelenks werden die laufenden

Prozesse verstarkt (Debrunner, 2002).

Klinisch betrachtet beginnt die Arthrose zumeist symptomlos (Jorring, 1980). Hiernach
entwickelt sich bei den Patienten ein subjektives Gefiihl der Steifigkeit, diffuse
Gelenkschmerzen und Schmerzen in der Muskulatur. Diese Schmerzen treten vor
allem morgens nach dem Aufstehen und nach ldangerem Sitzen - in Form eines
Anlaufschmerzes - oder nach langerem Stehen und Arbeiten - als Ermidungsschmerz
- auf. Langsam-progredient stellen sich bereits erwéahnte Deformitaten ein, die neben
Schmerzen und Steifigkeit die Lebensqualitat beeintrachtigen (Réssler und Rither,
1996).
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1.3 Behandlungsmadglichkeiten der Arthrose

Es existiert keine kausale Therapie der Arthrose. Die aktuell zur Verfligung stehenden
Therapieoptionen sollen die Schmerzen reduzieren, die Gelenkfunktion verbessern und
die Progredienz der Veradnderungen vermindern. Diese Optionen umfassen
konservative Malnahmen, wobei hier zwischen medikamentdés und nicht-

medikamentts unterschieden werden muss, und operative Eingriffe.

Aus dem Gebiet der Physiotherapie werden die Balneotherapie und die lokale
Einwirkung von Wéarme angewandt. Auch das aktive Training der Muskulatur ist von
Bedeutung. Vor allem bei Arthrosen der unteren Extremitaten kénnen Hilfsmittel zu
Entlastung, wie ein Gehstock oder Anderungen am Schuh, Erleichterung bringen
(Debrunner, 2002).

Das American College of Rheumatology empfiehlt in seinen Richtlinien aus dem Jahr
2000 Paracetamol als Mittel der ersten Wahl zur medikamentdsen Arthrosetherapie, da
es neben seiner guten Vertraglichkeit und Wirksamkeit ein gunstiges Kostenprofil
aufweist (Bradley et al., 1991, Williams et al., 1993, Eccles et al., 1998). An zweiter
Stelle werden COX-2-selektive Inhibitoren — bei Patienten mit erhdhtem Risiko fur
gastrointestinale Komplikationen — und nichtselektive NSAR genannt. Besteht jedoch
neben maRigen bis starken Schmerzen eine gleichzeitige Entzindung kann eine
sofortige Therapie mit NSAR in Betracht kommen, wobei diese mit gastroprotektiven
Substanzen kombiniert werden konnen. Die Wirksamkeit von chondroprotektiven
Substanzen wie den SYSADOASs (= symptomatic slow-acting drugs for the treatment of
osteoarthritis) und den DMOADs (=disease-modifying osteoarthritis drugs) ist nicht
nachgewiesen (McAlindon et al., 2000; Witte et al., 2002).

Kortikoide kdnnen, vor allem in schmerzhaften Schiben, intraartikular injiziert werden.
So kann teilweise fur langere Zeit Besserung erreicht werden. Es besteht jedoch die
Gefahr von septischen Arthritiden und plétzlicher, massiver Beschleunigung des

Destruktionsprozesses im Gelenk.

Operativ stehen verschiedene Ansatze zur Verfiugung. Direkte Eingriffe am Knorpel,
wie ein Abtragen der pathologisch erscheinenden Strukturen, oder multiple Bohrungen

um die Regeneration anzuregen, sind umstritten.
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Die vier wichtigsten Gelenkoperationen bei Arthrosen sind die Osteotomie,
Arthrodesen, Gelenkresektionen und die Implantation von Endoprothesen. Die
Osteotomie wird gelenknah durchgefiihrt und soll die zuvor unguinstige Druckverteilung
im Gelenk verbessern, indem Fehlistellungen ausgeschaltet, Gelenkflachen umgestellt
und Muskelhebelarme veréndert werden. Durch die Umstellung der Knochen und der
damit anders wirkenden Kréafte soll ein regenerativ wirkendes ,bone remodelling®
induziert werden. Die Gelenkresektion ist weitestgehend von der Endoprothetik
abgeldst worden, findet aber beispielsweise noch in der Behandlung von infizierten
Endoprothesen seine Anwendung. Ziele der Arthrodese, also der Versteifung eines
Gelenkes, sind Schmerzfreiheit und Stabilitat unter dem Verlust der Beweglichkeit
(Debrunner, 2002). Die Endoprothetik der Hifte soll im Folgenden naher erlautert

werden.

1.4 Huftendoprothesen — Historie

Erste Versuche auf dem Gebiet der Endoprothetik wurden 1891 durch Themistocles
Gluck unternommen, welcher Prothesen aus Elfenbein verwendete (Gluck, 1891,
Wessinghage, 1995). Auf Grund der fehlenden aseptischen Bedingungen und des
haufigen Vorkommens der Knochentuberkulose waren diese ersten Schritte im Bereich
des kunstlichen Gelenkersatzes jedoch zum Scheitern verurteilt.

In den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts entwickelte Smith-Petersen eine
Interpositionskappe fur den Huftkopf (Smith-Petersen, 1939). Dieser wurde nur
aufgesteckt und nicht weiter fixiert, wobei es durch Abrieb- und Resorptionsvorgéange
haufig zu Implantatiockerungen kam.

Die erste Totalendoprothese der Hufte wurde 1938 von Philipp Wiles in London
eingesetzt. Diese Prothese bestand aus zwei Stahlelementen. Die Pfanne war durch
zwei Schrauben fixiert und der Huftkopf wurde durch einen durch den Schenkelhals
gefuihrten Schraubenbolzen verankert. In den 1950er Jahren entwickelte McKee einige
Modelle der zementfreien Huftprothese, wobei auch hier die Pfanne verschraubt
wurde. Der Kopf wurde zunachst Uber den Schenkelhals verschraubt und schlief3lich
verwendete McKee zum Ersatz des Femurkopfes eine in den Markraum versenkte
Thomson-Prothese. Den dauerhaftesten Erfolg erzielte Ring in den 1960er Jahren.
Auch er verschraubte die Pfanne, verwendete jedoch als Kopfersatz eine in den
Markkanal versenkte Moore-Prothese. Die von Thompson und Moore entwickelten
Ganzmetallprothesen hatten einen gefensterten Schaft, welcher durch die nun
mogliche kndcherne Integration eine bessere Fixation der Prothese in den Knochen

gewadhrleisten sollte.
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Um 1950 konnten die Bruder Judet in Paris einen weiteren Meilenstein der
Endoprothetik entwickeln. Sie verwendeteten Polymethylmetacrylat (PMMA) zur
Herstellung einer Femurkopfprothese (Judet und Judet, 1952). Mit diesem PMMA

fixierte Haboush 1953 erstmalig einen Prothesenschaft im Knochen.

Sir Charnley (1961) dbernahm dieses Konzept und begrindete die Philosophie des
.Low-friction-Prinzips“. Er erzielte eine hohe Primarstabilitait und gute
Langzeitergebnisse mit einer Kombination aus einer Polyethylenpfanne und einer
Metallschaftprothese mit relativ kleinem Metallkopf. Die Ursache liegt in dem relativ

niedrigen entstehenden Abrieb (low friction) dieser Gleitpaarungen.

1.4.1 Prinzipien der zementierten Verankerung

Vor allem fir altere Patienten bietet die zementierte Verankerung der Prothese grof3e
Vorteile: Der Patient kann auf Grund der Primarstabilitéat bereits direkt postoperativ
wieder zur Vollbelastung tbergehen, weil dieser Schaft keine Zeit zur kndchernen
Einheilung bendtigt. Diese Prothesen konnen formschlissig in die Markhohle des
Femurs eingearbeitet werden und besitzen dadurch eine gute Primarstabilitéat, wodurch
die Gefahr der Entstehung von Frihlockerungen reduziert wird. Durch die
VergroRerung der Kontaktflache zwischen Implantat und koérpereigenem Gewebe
werden ortliche Uberbelastungen reduziert. Die zementierten Prothesen werden schon
seit mehr als vierzig Jahren eingesetzt und es konnten gute Langzeitresultate
nachgewiesen werden (Debrunner, 2002; Willert und Buchhorn, 1980). So wurden am
Interface von Knochen und Zement vitale Osteozyten noch nach bis zu 22 Jahren nach
der Implantation beschrieben (Charnley und Crawford, 1968; Charnley, 1970; Linder
und Hansson, 1983; Malcom, 1999; Maloney et al., 1989).

Der Zementmantel kann Mikrofrakturen erleiden, insbesondere dort, wo der Knochen
geschwacht, der Zementmantel dunn ist oder an Stellen wo er einer besonders hohen
mechanischen Belastung ausgesetzt ist (Debrunner, 2002). Zudem erleidet der Zement
einen Qualitatsverlust durch Alterung. Hieraus resultiert eine Lockerung der Prothese.
Zusatzlich entsteht keine kndcherne oder andersartige stabile zellulare Verbindung
zwischen dem Knochen und dem Zement. Hierdurch reduziert sich die Stabilitat
zusatzlich und die Lockerung schreitet fort (Debrunner, 2002). Gewebeschadigungen
durch die Toxizitdit der Monomere und durch die Hitzeentwicklung wahrend der

Polymerisation des Zementes lassen sich nicht quantifizieren.
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Ein Hauptproblem der zementierten Endoprothetik in dem Bestreben um gute
Langzeitergebnisse stellt die aseptische Prothesenlockerung dar (Kisswetter und Ruitt,
1985). Als Ursache hierfur sind Abriebpartikel der artikulierenden Gelenkoberflachen
zu sehen. Hierdurch kénnen z. B. Osteolysen durch die Fremdkorperreaktion des
Gewebes entstehen (Effenberger und Imhof, 2003). Die Makrophagen des
periprothetischen Gewebes nehmen diese Abriebpartikel auf und werden hierdurch zur
Freisetzung von Zytokinen, wie z. B. IL-1 und TNF a, angeregt. Daraus resultiert die

Bildung von Osteoklasten, welche Osteolysen hervorrufen (Sabokbar et al., 2003).

Im Falle einer Revisions-Operation zeigt die zementierte Prothese schlechtere
Ergebnisse als bei der Erst-Operation (Hedley et al., 1988; Kavanagh et al., 1985;
Pellicci et al., 1979). Zunachst ist die Entfernung des Zementes problematisch; ebenso
verhélt es sich auch nachfolgend mit der erneuten Fixierung der Prothese, da teilweise
groRe Knochendefekte im Verankerungslager der Prothese vorgefunden werden und
die Knochenoberflache nach der Entfernung des Zementes sehr glatt verbleibt. Aus
diesen Grinden wird bei jungen Patienten eine zementfreie Verankerung angestrebt
(Willert und Buchhorn, 1999).

1.4.2 Prinzipien der zementfreien Verankerung

Die Fixierung der zementfreien Implantation der Hiftendoprothese erfolgt tber ,press-
fit. Das Implantat ist etwas gréRer als die zuletzt verwendete Raspel oder Frase.
Hierdurch versucht man eine maximale Primarstabilitit zu erreichen, da das
Knochengewebe elastisch ist und die Prothese im Knochen verklemmt werden kann.
Die Vorspannung sollte erhalten bleiben bis die Prothese knodchern eingeheilt und
integriert ist. Bei einer Implantation mittels ,press-fit* entstehen nachfolgend weniger
Mikrobewegungen als bei einer genau eingepassten Prothese. Der Schaft wird in den
allermeisten Fallen intramedulldar eingebracht. Seltener werden andere Techniken
(extrakortikale Kegelhllse oder eine durch den Schenkelhals gefiihrte Zugschraube)
angewendet. Die zur Verflgung stehenden Schafte unterscheiden sich in ihrer
Formgebung, ihrem Querschnitt und ihrer Kragenauflage, aber auch in ihrer

Oberflachenbeschaffenheit, z. B. Beschichtung, Porositat etc. deutlich voneinander.

Es existieren verschiedene Werkstoffe, aus denen die Prothesen hergestellt werden.
Hier waren zum Beispiel Kobalt-Chrom-Molybdan-Verbindungen (CoCrMo),
Keramikverbundwerkstoffe aus Aluminiumoxid (Al,O3) oder Titan sowie seine

Legierungen sowie Legierungen aus rostfreiem Stahl zu nennen. All diese Werkstoffe

6



EINLEITUNG UND THEORETISCHE GRUNDLAGEN

unterscheiden sich in ihrer Verarbeitung, ihrer Korrosionsbestandigkeit, ihrer

Gewebevertraglichkeit, ihrer Bruchfestigkeit und ihrer Elastizitat.

Titan ist beispielsweise belastungsstabil und weist im biologischen Milieu eine hohe
Bestandigkeit auf. Es ist gewebefreundlich und somit gut biokompatibel und zeigt eine
gute Osteointegration. Seine Oberflache wird aufgeraut, mit Profilen und Reliefs
versehen um das Einwachsverhalten zu verbessern. Kobalt-Chrom besitzt hingegen
als Prothesenmaterial ein besseres Gleit- und Abriebverhalten. Zudem lassen seine
Legierungen komplizierte Formgebungen zu. Beziglich der Gleitfahigkeit zeigen
Keramiken die grof3ten Vorteile. Zudem weisen sie einen minimalen Abrieb auf. Sie
sind jedoch nicht bruchsicher (Ungethiim, 1988; PI6tz et al., 1993).

Zementfreie Implantate haben den Vorteil, dass der Knochen einwachsen kann und sie
deshalb eine bessere Sekundérstabilitéat aufweisen. Es wird davon ausgegangen, dass
vor allem bei jingeren Patienten zementfrei implantierte Prothesen im Vergleich zur
zementierten Technik langere Langzeitiberlebensraten aufweisen (Debrunner, 2002).
Diese Form der Prothese benétigt, wie bereits oben erwahnt, etwa zwolf Wochen zum
Einheilen. Bei jingeren Patienten ist eine zementfreie Implantation zu erwégen. Auf
Grund der Lebenserwartung muss von der Notwendigkeit eines Prothesenwechsels
ausgegangen werden. Deshalb sollte die Implantation einer Prothese bei jingeren

Patienten erst so spat wie moglich erfolgen.

Bei der zementfreien Implantation ist ein weiterer Vorteil, dass fir die Reimplantation
einer Prothese mehr Knochen verbleibt, da kein Zement zuséatzlich entfernt werden

muss.

Um bei einer zementfreien Verankerung ein méglichst gutes An- und Einwachsen des
Knochens zu erreichen, muss natirlich zunachst eine Primarstabilitat vorhanden sein.
Diese wird durch Verkeilen und Verklemmen im Sinne der Erzeugung einer
Vorspannung erreicht. Hierauf aufbauend kann man durch die Wahl des Materials oder

der Beschichtung eine kndcherne Integration verbessern (Debrunner, 2002).

Zunachst besteht die Maoglichkeit, die Oberflache der Prothese zu verdndern. Der
knocherne Integrationsprozess kann durch eine strukturierte, pordse Oberflache
verbessert werden. Besonders hervorzuheben sind hierbei speziell interkonnektierende
Oberflachenstrukturen mit einer Porengréf3e zwischen 100-500 ym (Gradinger et al.,

2007), wie sie z.B. bei Hydroxyapatit gegeben ist.
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1.5 Hydroxylapatit

Hydroxylapatit gehort zur Gruppe der Kalziumphosphate. Es ist ein nicht hochfestes
Material, vor allem, wenn man es mit Materialien wie Titan vergleicht, und es ist spréde
(Willmann, 1992).

Hydroxylapatit kann synthetisch oder mit Hilfe von biologischen Ausgangsmaterialien
wie Knochen und Korallen hergestellt werden. Es werden unterschiedliche Formen -
wie Zylinder, Granulat, Blécke — in unterschiedlichen Volumendichten und mit
differierenden Porengréf3en angeboten. Hydroxylapatit besitzt das gleiche Kalzium-
Phosphor-Verhaltnis von 5:3 und auch dieselbe Kiristallstruktur wie die
Mineralbestandteile des Knochens (Posner, 1985). Es macht 90% der anorganischen

Knochengrundsubstanz aus.

1974 fand Hydroxylapatit seine erste klinische Anwendung als biologischer Werkstoff in
der orthopéadischen Chirurgie. Seit 1980 wird es in der Zahnheilkunde verwendet. 1985
wurde es erstmalig als Bulbusersatz durch den amerikanischen Augenarzt Perry
implantiert (Norda et al., 2000). Als Knochenersatzmaterial dient es vor allem in der
Kiefer- und Gesichtschirurgie sowie in der Unfallchirurgie und Orthopadie zur
Sanierung von traumatischen und osteomyelitischen Defekten sowie zur Augmentation
von Kieferbogen, wenn es hier zu Mangelzustdnden als Folge von Knocheninvolution
im Alter kommt. Zudem kann Hydroxylapatit fir die Aufbesserung von Alveolen und fur
die Obliteration zystischer Kavitdten verwendet werden (Kent et al., 1986). In der
Unfallchirurgie, Orthop&adie und Neurochirurgie wird es zum Beispiel im Sinne einer

Osteoplastik bei Knochendefekten oder gutartigen Tumoren eingesetzt.

Weitere Einsatzmoglichkeiten ergeben sich in der Beschichtung von orthopadischen
Implantaten mit Hydroxylapatit. Hierbei soll die knodcherne Integration ohne die
Ausbildung einer bindegewebigen Zwischenschicht von zementfrei eingebrachten
Implantaten beschleunigt werden (D"Antonio et al. 1996; Kirschenbaum, 1991; Sauer,
1988). Mehrere Studien konnten zeigen, dass HA-Beschichtungen von zementfreien
Prothesen einen vorteilhaften Effekt auf die kndcherne Integration des Implantates
haben (Havelin et al., 2000; Oosterbos et al., 2004). Dieser Effekt beruht auf der
osteokonduktiven Eigenschaft des HAs, den umliegenden Knochen zum Einwachsen
in das HA-Gerist zu stimulieren. Hierbei sind die rdumliche Beschaffenheit und die

gewdhlte Porengréf3e von Uber 100 um und die Poreninterkonnektivitat des HA von
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Bedeutung (Holmes et al., 1984, Klawitter et al., 1976). Der umgebende Knochen wird

angeregt, in das Geriist aus HA einzuwachsen.

Die Prothesen werden oberflachentechnisch durch ein Plasmaspriihverfahren mit HA
Uberzogen. Hierbei wird keramisches Hydroxylapatitpulver in einer Plasmaflamme
geschmolzen. Die entstehenden Partikel kondensieren auf der zu beschichtenden
Oberflache und ergeben so die Matrix, in die der Knochen einwachsen und das

Implantat im Knochen verankern kann.

Neben der Beschichtung des Implantates mit Hydroxylapatit existieren noch andere
Ansatze, wie das Einwachsverhalten der Prothesen verbessert werden soll. So kdnnen
Implantate beispielsweise mit synthetischen RGD-Peptiden beschichtet werden.
Hierbei handelt es sich um die Aminosdureseguenz Arginin, Glycin, Asparagin, die eine
hohe Affinitdt zu transmembrandsen Integrinrezeptoren von Zellen besitzt. Durch die
Bindung an diese Integrinrezeptoren kann die vermehrte Adh&sion von Osteoblasten
an die Implantatoberflache erreicht werden (Pierschbacher und Ruoslathi, 1984; Puleo
und Bizios, 1991; Rezania et al., 1997). Auf Grundlage dieser Erkenntnisse konnten
Beschichtungen fur orthopadische und Dentalimplantate entwickelt werden, die eine
erhohte Rate an Knochenneubildung der mit RGD beschichteten vs. der

unbeschichteten Prothesen zeigten.

Schlief3lich besteht in diesem Zusammenhang auch die Mdglichkeit, das Hydroxylapatit
mit einem Antibiotikum zu Uberziehen, um zusatzlich zu dem verbesserten Einwuchs
eine Infektionsprophylaxe zu erreichen. Diese Mdglichkeit ist Gegenstand der

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit.

1.6 Physiologie der kndchernen Integration von Implantaten

1.6.1 Mikroskopie des Knochens

Geflechtknochen

Geflecht- oder auch Faserknochen stellt die primitivste Form des Knochens dar. Es
handelt sich um verkndchertes Bindegewebe (Rohen und Litjen-Drecoll, 2000). Das
Stadium des Geflechtknochens wird bei der Knochenentwicklung und -bruchheilung
durchlaufen und schlieBlich durch Lamellenknochen ersetzt. Die Kollagenfasern der

Grundsubstanz schlieRen sich zu Bindeln zusammen und haben darin keine
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einheitliche  Verlaufsrichtung, = wodurch  keine  Lamellenbildung stattfindet.
Geflechtknochen enthalt mehr Zellen, aber weniger Mineralien als Lamellenknochen
und enthalt auch Knochenkanalchen fir Blutgefal3e und Nerven. Er hat eine besondere
Festigkeit bei Zug und Biegung. An einigen wenigen Stellen wird der Geflechtknochen
beim Erwachsenen nicht durch Lamellenknochen ersetzt wie beispielsweise die Pars
petrosa des Os temporale (Leonhardt, 1990; Junqueria und Carniero, 1996; Rohen und
Latjen-Drecoll, 2000).

Lamellenknochen

Die Festigkeit des Lamellenknochens ist um ein Vielfaches hodher als die des
Geflechtknochens (Rohen und Litjen-Drecoll, 2000). Die Baueinheit des
Lamellenknochens ist das Osteon. Hierbei handelt es sich um einen mittig liegenden
Zentralkanal, um den herum 3-20 so genannter Speziallamellen angeordnet sind. Die
Lamellen sind etwa 3-7 um dicke, voneinander abgegrenzte Knochenschichten, in oder
zwischen denen die Osteozyten in kleinen Hohlraumen, den Lacuna ossea, liegen. Wie
schon zuvor beschrieben haben sie Uber Fortsitze, die durch die Canaliculi ossei
ziehen, miteinander Kontakt. Die Canaliculi minden schlief3lich in den Zentralkanal
(Junqueria und Carniero, 1996).

Die Zentralkanale (Havers-Kanéle, Canales centrales) haben etwa einen Durchmesser
von 20 bis 300 um und enthalten die den Knochen erndhrenden Blutgeféf3e und seine
Nerven, sowie lockeres Bindegewebe, Vorlauferzellen und die Zellen, die die
Knochenoberflache bekleiden (Leonhardt, 1990; Junqueria und Carniero, 1996). Die
Bildung der Lamellen erfolgt von auf3en nach innen auf den Zentralkanal zu. Sie sind
zylinderférmig und das Osteon lauft fur gewohnlich parallel zur Oberflache des
Knochens. Die Lamellen sind oft gegabelt und so untereinander verbunden. Die
Kollagenfasern in den Lamellen zeigen einen schraubenformigen, in sich gestreckten
Verlauf, wobei sich Steigung und Verlaufsrichtung einander benachbarter Lamellen
voneinander unterscheiden, wodurch sie sich gegensinnig kreuzen (Junqueria und
Carniero, 1996). Durch diese Anordnung ergeben sich bei Zug- oder Druckbelastung
des Knochens ,versteifende Flachenpressungen“, aus welchen eine hohe
Widerstandsfahigkeit des Knochens in allen Richtungen resultiert (Rohen und Lutjen-
Drecoll, 2000). Auch innerhalb einer Lamelle verlaufen einige der Fasern in eine
andere Richtung als die Ubrigen oder treten in eine nahe liegende Lamelle Uber,

wodurch ein fest verflochtenes Netz entsteht.

Die aufRere und die innere Oberflache des Knochens wird von den &auferen und

inneren Generallamellen gebildet. Das den Knochen umgebende Periost besteht aus
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zwei Lagen. Die innere Schicht besteht aus lockerem, geféafRreichem Bindegewebe,
das Knochenvorlauferzellen enthalt, welche in direktem Kontakt zum Knochen stehen
und sich bei Bedarf in Osteoblasten umwandeln kénnen. Wie das Periost besitzt das

Endost osteogenetische Potenz (Geneser, 1990).

1.6.2 Knochenzellen

Knochengewebe entsteht aus dem mesenchymalen (embryonalen) Bindegewebe
(Rohen und Lutjen-Drecoll, 2000).

Vorlauferzellen

Vorlauferzellen sind undifferenzierte  Zellen mesenchymaler Herkunft, die
lebensléanglich im Knochen vorhanden sind und sich in Osteoblasten umwandeln
konnen. Sie liegen an den inneren und &uf3eren Knochenoberflaichen, sowie den
Haversschen Kanalen und sind wahrend der Knochenentwicklung aktiv bzw. kénnen
im Falle eines Knochenbruchs reaktiviert werden (Junqueria und Carniero, 1996). lhre
Zellkerne sind blass und oval und ihr Zytoplasma ist unregelméafiig und hell (Geneser,
1990).

Die Ursprungszelle des Osteozyten ist die multipotente mesenchymale Stammzelle,
aus der sich auch Chondroblasten, Fibroblasten, Adipozyten und Myoblasten
entwickeln konnen. Diese Entwicklung verlauft Uber verschiedene Stufen: den
Osteoblast-Vorlaufer, den Praosteoblasten, den Osteoblasten, den Préosteozyten bis
hin zum terminal differenzierten Osteozyten. Die Préosteoblasten differenzieren sich zu
kubischen, Matrix-produzierenden Osteoblasten, nachdem sie zur Knochenoberflache

gelangt sind (Kaiser und Delling, 2002).

Osteoblasten

Aktive Osteoblasten sind 20-30 um grofRe, kubische bis hochprismatische Zellen, die
an der Oberflache des Knochens einem Epithel gleich eng nebeneinander liegen
(Osteoblastenlayer) (Junqueria und Carniero, 1996) und durch feine zytoplasmatische
Fortsédtze miteinander in Verbindung stehen (Cooper, 1966). Sie sind basophil,
besitzen ein gut entwickeltes raues endoplasmatisches Retikulum, einen deutlichen
Golgi-Apparat und einen asymmetrisch, meist gegeniiber der Knochenoberflache,
liegenden Zellkern. Osteoblasten synthetisieren die organischen Anteile der
Knochengrundsubstanz (Kollagen, Proteoglykane und Glykoproteine) und alkalische
Phosphatase (Junqueria und Carniero, 1996). Wahrend der Geflechtknochenbildung

(siehe unten) geben die Osteoblasten das Kollagen allseitig perizellular ab. Im Zuge
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der Lamellenknochenbildung sind sie jedoch polarisierende Zellen, die das Kollagen
nur am Ort des Kontaktes mit Knochengrundsubstanz abgeben (Schenk und
Willenegger, 1977).

Die noch nicht mineralisierte Knochengrundsubstanz wird als Osteoid bezeichnet
(Junqueria und Carniero, 1996). An dieses geben die Osteoblasten zuvor
aufgenommenes Kalzium ab, wo es als Apatit, d. h. in Form von Kalzium-Phosphat-
Salzen, eingebaut wird. Eine zusatzliche Rolle bei der Mineralisierung spielen
vesikulare Membranabschnirungen durch die Bildung von Mineralisationskeimen. Die
Osteoblasten und die sie umgebenden Kollagenfasern (Sharpeysche Fasern) werden
SO vom Osteoid umschlossen. Nach Abschluss der aktiven
Knochensubstanzproduktion liegen die Osteoblasten wieder als flache Zellen an der
Knochenoberflache (Benninghoff, 1990).

Osteozyten
Die mit Osteoid umgebenen Osteoblasten werden nun Osteozyten genannt. Sie

werden langsoval und mit der Zeit enthalten sie weniger Zellorganellen, die der
Matrixproduktion dienen. Ihre Zellleiber liegen in kndchernen Hohlen, den so
genannten Lakunen, wahrend ihre Zytoplasmafortsédtze in den Canaliculi verlaufend
Uber ,gap junctions”, die dem Transport von Stoffen dienen, miteinander in Verbindung
stehen (Benninghoff, 1990). Lamellenknochen enthélt etwa 700 — 900 Osteozyten/mm?®
(Rohen und Lutjen-Drecoll, 2000).

Die Osteozyten dienen dem Erhalt des Knochens und der Kalzium-Homoostase. Es
gibt zwei verschiedene Formen. Die osteoblastischen Osteozyten konzentrieren
Kalziumphosphat in ihrem Zytoplasma, welches zum Aufbau der Hartsubstanz
verwendet werden kann. Sie dienen somit der Erhaltung des Knochens. Osteolytische
Osteozyten besitzen die Fahigkeit Hartsubstanz abzubauen und somit Kalzium aus
dem Knochen freizusetzen (Junqueria und Carniero, 1996). Dieser Kalziumabbau und
die anschlielende Abgabe an das Blut wird durch das Parathormon vermittelt und

durch Kalzitonin gehemmt (Geneser, 1990).

Osteoklasten

Osteoklasten entstehen durch die asynchrone Fusion von mononukledren
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark und ihre Differenzierung erfolgt aus der
Granulozyten-Makrophagen-Linie (Chambers 1989, Prallet et al. 1992). Es handelt sich
um grof3e (10-100 pm), mehrkernige Zellen mit zumeist 10-20, héchstens jedoch 100
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Kerne pro Osteoklast, die in der Lage sind, Knochengrundsubstanz abzubauen. Mit
dieser Fahigkeit nehmen sie eine Schlisselfunktion in der Kontrolle von
Knochenumbau und Knochenverlust ein (Amling und Delling, 1997). Osteoklasten sind
azidophil und unregelmaRig geformt. Haufig liegen sie wéhrend des Knochenabbaus in
selbst gebildeten Knocheneinbuchtungen, den Howship-Lakunen. Ihre dem Knochen
zugewandte Oberflache ist unregelmafiig aufgefaltet (,ruffled border) und beweglich,
wodurch die Zelloberflache vergroRRert wird. Zwischen den Falten des ruffled border
liegen haufig kalziumhaltige Kristalle (Junqueria und Carniero, 1996). Die Zellkerne der
Osteoklasten préasentieren ein heterogenes Muster unterschiedlicher GrofRe, Form und
Basophilie, was ein Ausdruck der asynchronen Fusion von mononukledren
Vorlauferzellen sein kénnte (Nijweide et al., 1986). Der engste Kontakt zwischen
Osteoklast und Knochen besteht an der so genannten ,sealing zone" (Schenk et al.,
1977), wo eine Zell-Substrat Interaktion stattfindet (Neff et al., 1995). Das die sealing
zone umgebende Zytoplasma wird als ,clear zone* bezeichnet, da hier nahezu keine
Zellorganellen vorhanden sind. Jedoch sind hier besonders viele kontraktile Proteine
anzufinden (Marchisio et al., 1984). Osteoklasten besitzen viele Ribosomen,
Lysosomen, Mitochondrien und Vakuolen, die zum Teil noch erkennbare

Knochenanteile enthalten.

Charakterisiert ist der Osteoklast durch die Expression von Calcitoninrezeptoren
(CTR), Carboanhydrase Il (CAll), vakuolare Protonenpumpen (H-ATPase),
tatraresistente saure Phosphatase (TRAPY) und des Vitronectinrezeptors (owbs)
(Amling und Delling, 1997).

Der Knochenabbau erfolgt durch eine Auflésung des Knochenminerals mittels von den
Osteoklasten gebildeter HCL. Der Osteoklast verfigt zudem Uber Carboanhydrase,
ATPase, saure und neutrale Phosphatasen und Uber Zytochromoxidasen. Die
organische Matrix wird nun durch Pinozytose von dem Osteoklast aufgenommen und
durch lysosomale und nicht lysosomale Proteasen aufgel6st (Junqueria und Carniero,
1996; Benninghoff, 1990; Leonhardt, 1990).

1.6.3 Interzellularsubstanz

Die Interzellularsubstanz, auch Knochengrundsubstanz genannt, besteht
- zu etwa 50% aus Mineralien
- zu etwa 25% aus organischen Verbindungen

- zu etwa 25% aus Hydratationswasser.
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Der Mineralienanteil besteht aus anorganischem Phosphat (ca. 50%), Kalzium
(ca.35%), Zitrat, Karbonat (6-7%), Nitrat, Natrium, Magnesium, Fluor und
Spurenstoffen. 99% des Kalziumgehalts des Korpers ist im Knochen enthalten. Die
Mineralien liegen als Apatitkristalle (Kalziumphosphatverbindungen) vor, wobei es sich
Uberwiegend um Hydroxylapatit (Cayo(PO4)s(OH),) handelt, welches nadelférmig langs
der Kollagenfibrillen oder in ihnen liegt und von amorpher Grundsubstanz umgeben ist
(Junqueria und Carniero, 1996). Die Kristalle haben etwa einen Durchmesser von 3-6
nm und erreichen eine Lange von bis zu 60 nm (Geneser, 1990). Die zu den
Kollagenfasern parallele Anordnung der Hydroxylapatitkristalle ergibt einen
Verbundbau. Durch die sie umgebende mineralisierte Grundsubstanz sind die
einzelnen Fasern nicht mehr gegeneinander verschieblich, woraus eine enorme

Festigkeit resultiert. (Rohen und Lutjen-Drecoll, 2000).

Kollagenfasern stellen mit 90-95% den grof3ten Anteil der organischen Verbindungen in
der Knochengrundsubstanz. Der Rest besteht aus Osteonektin, Osteocalcin und
Glykosaminoglykanen. Osteonektin verbindet das Kollagen des Knochens mit seinen
Mineralien, wobei diese Verbindung die Festigkeit und Héarte des Knochens ausmacht.

Die Zellen des Knochens werden durch Osteopontin mit den Mineralien verbunden.

Die Hydroxylapatitkristalle sind von einem Hydratmantel umgeben, der fur den
lonenaustausch zur Einlagerung und Mobilisierung des Kalziums in den Knochen

wichtig ist (Junqueria und Carniero, 1996).

1.6.4 Knochenmark

Aufbau

Histologisch gliedert sich das Knochenmark in einen gefalfihrenden und einen
hamatopoetisch aktiven Teil. Die GefaRRversorgung des Knochenmarks erfolgt Uber die
Arteriae nutriciae. Der Stoffaustausch zwischen Blut und Knochenmark erfolgt durch
die Wand der Sinusoide. Im Knochenmark befinden sich keine Lymphgefél3e. Der oben
schon erwahnte hamatopoetisch aktive Teil des Knochenmarks liegt in den
Zwischenraumen des gefa3fuhrenden Teils (Geneser, 1990). Die freien
Blutbildungszellen liegen hier relativ sortiert nach Blutzellart in Nestern zusammen
(colony-forming cells, CFC oder colony-forming units, CFU) (Junqueria und Lutjen-
Drecoll, 1996). Hier legen sich Erythroblasten um Makrophagen herum in der N&he der

Sinusoide zu so genannten Erythroblasteninseln zusammen. Die Makrophagen
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nehmen die abgestoRenen Zellkerne und schadhafte Erythroblasten in
Phagozytosevakuolen auf. Etwa 10% der Gesamtproduktion an Erythrozyten ist
schadhaft und wird auf diese Weise aus dem Verkehr gezogen. Die Megakaryozyten
liegen in der Nahe der Sinusoidwande, durch die hindurch sie Fortsétze in das Lumen
hinein strecken. Von diesen Zytoplasmaarmen werden die Thrombozyten abgeschniirt
und in den Blutkreislauf entlassen. Manchmal befinden sich die Megakaryozyten
jedoch auch im Lumen des Sinusoids und setzen von hier aus Thrombozyten frei. Die
Zellen der Granulopoese kénnen sich ab dem Myelozytenstadium eigenstandig

bewegen, womit sie unabhangig vom Sinusoid liegen kdnnen (Geneser, 1990).

Die Stromazellen des Knochenmarks produzieren Fibronektin (Bentley und Talka,
1983), ein Molekiil, das in der extrazellularen Matrix abgelagert wird und Zelladhé&sion,
Zellmigration und Differenzierung vermittelt, und Proteoglycane, die jedoch auch von
den hamatopoetisch aktiven Zellen synthetisiert werden. Proteoglycane scheinen in die
Regulation der Proliferation und Differenzierung der hAmatopoetischen Zellen involviert
zu sein (Spooncer et al., 1983). Die extrazellulare Matrix des Knochenmarks enthélt als
stabilisierendes Gerist die Kollagene Typ |, 1ll, V und VI (Bentley, 1982). Kollagen Typ
VI konnte im h&matopoetischen Stroma nachgewiesen werden. Das Stroma des
Knochenmarks enthélt zudem Osteoblasten und multipotente fibroblastische
Stromazellen, welche sich in fibroblastische, osteogene, retikuldare oder Fettzellen
differenzieren konnen. Studien zeigen, dass das Knochenmarksgewebe zu einer

ausgepragten Osteogenese fahig ist (Endres et al., 2003).

Physiologie
Die Aufgaben des Knochenmarks sind die Leukopoese, wozu die Granulopoese, die

Monozytopoese, die Thrombopoese und die Lymphopoese gehéren, und die
Erythrozytopoese. Zudem ist es am Abbau der Erythrozyten beteiligt und speichert das
hierbei freigesetzte Eisen als Ferritin. Dieses wird von den interstitiellen Makrophagen

an Erythrobasten abgegeben, die es fir die Synthese von Hamoglobin bendtigen.

Das Knochenmark ist zum einen ein Speicherorgan fir Fett (Junqueria und Carniero,
1996).
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1.6.5 Osteogenese und Mineralisation

Die Osteogenese erfolgt als desmale Ossifikation (direkte Knochenbildung) oder als
chondrale Ossifikation (indirekte Knochenbildung). Es entsteht immer erst ein unreifer

Geflechtknochen, der spater abgebaut und durch reifen Lamellenknochen ersetzt wird.

Desmale Ossifikation

Die desmale Ossifikation wird auch als direkte Ossifikation bezeichnet, weil hier der
Knochen direkt aus dem Mesenchym entsteht. Zunachst vermehren sich die
Mesenchymzellen und wandeln sich in Osteoblasten um. Diese beginnen nun mit der
Produktion von Osteoid und in ihrem Verlauf ungerichteten Kollagenfasern, wobei sie
Uber Zytoplasmafortsdtze in Verbindung bleiben. Das Osteoid wird durch die
Einlagerung von Kalziumphosphat mineralisiert und die nun eingemauerten
Osteoblasten wandeln sich in Osteozyten um. Die Balkchen des frisch entstandenen
Geflechtknochens wachsen aufeinander zu und so verschmelzen die einzelnen

desmalen Ossifikationszentren miteinander.

Die desmale ist die haufigste Form der Knochenbildung und durch sie entstehen
beispielsweise folgende Knochenelemente: die perichondralen Knochenmanschetten
der Rohrenknochen, der oberflachlich gelegene Knochen wéhrend der chondralen
Ossifikation, teilweise der Knochen der Knochenbruchheilung, sowie Teile der

Schédelknochen (Benninghoff, 1990; Junqueria und Carniero, 1996).

Chondrale Ossifikation

Ein Modell aus hyalinem Knorpel dient als Grundlage und Leitstruktur fir die

chondralen Ossifikation. Hierbei laufen zwei Vorgéange ab:

- die perichondrale Ossifikation, bei der an der Oberflache auf desmalem Wege
Knochen gebildet wird, und
- die enchondrale Ossifikation, bei der das vorhandene Knorpelmodell abgebaut

und durch Geflechtknochen ersetzt wird.

In der Schaftmitte der Knorpelmodelle zukinftiger R6hrenknochen beginnt eine vom
Perichondrium ausgehende desmale Ossifikation, bei der schlieBlich eine
Knochenmanschette aus Geflechtknochen entsteht, die die ganze Diaphyse umgreift.
Der unter dieser Manschette gelegene Knorpel degeneriert auf Grund der

Mangelversorgung und verkalkt. Durch Ab- und Umbauvorgénge sprie3en Gefalie ein,
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ein Balkchenwerk aus Geflechtknochen und die primare Markhodhle entsteht. Durch
zunehmendes Vorherrschen der Stammzellen der Blutbildung entwickelt sich die

sekundare Markhohle.

Die enchondrale Ossifikation beginnt, in dem die Grundsubstanz des knorpeligen
Modells verkalkt und nachfolgend GefaRe einsprossen. Die Knorpelzellen
hypertrophieren nun und werden abgebaut, wodurch leere Lakunen zuriickbleiben, in
die wiederum BlutgefaBe einwachsen. Uber diese BlutgefaBe gelangen
Mesenchymzellen in die Lakunen, die sich dort zu Osteoblasten differenzieren und
Knochen bilden. Durch erneute Ab- und Umbauvorgange entsteht das eigentliche

Knochengerist (Benninghoff, 1990; Junqueria und Carniero, 1996).

Mineralisation
Dieser Vorgang ist noch nicht bis in die letzten Einzelheiten geklart. Es handelt sich
hierbei um die Ablagerung von Mineralien in der organischen Matrix des Knochens und

auch des Knorpels (Geneser, 1990).

Osteoblasten schniren Matrixblaschen ab, die in die Interzellularsubstanz wandern.
Sie bestehen u. a. aus Kalziumkomplexen von Phospholipiden und basischen
Proteinen, sowie alkalische Phosphatase und Pyrophosphatase. In den Vesikeln bilden
sich Kalziumphosphatkristalle, die nach der Auflésung der Vesikel freigesetzt werden
(Junqueria und Carniero, 1996). Nun wirkt das Kalziumphosphat zusammen mit
anderen lonen als Keimbildner (,calcification nodules®) an extrazellularen
Nukleationsstellen (Martino et al., 1979). Die Kristalle treten an die Kollagenfibrillen
heran und richten sich parallel zu diesen aus. Die Mineralisierung beginnt tber
einzelne Inseln und schreitet Uber die Ausbildung von intra- und interfibrillaeren

Kristallen aus (Junqueria und Carniero, 1996).

1.6.6 Knochenwachstum und Remodelling/Knochenumbau

Beim Knochenwachstum kommt es zu einer Teilresorption des bereits gebildeten
Knochens und gleichzeitiger Knochenneubildung, wodurch die Form und die Funktion
des Knochens auch wahrend des Wachstums erhalten bleiben. Diese Verschiebung

der Knochenstrukturen wird als Drift bezeichnet (Benninghoff, 1990).

Lange Knochen zeigen ein Dicken- und ein Langenwachstum. Das Dickenwachstum

des Diaphysenschaftes erfolgt mittels desmaler Ossifikation radidr ausgehend vom
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Periost bei gleichzeitiger Knochenresorption durch Osteoklasten an der Innenflache.
Die trichterartige Form der Epiphysen kommt dadurch zustande, dass sie schneller
wachsen als der angrenzende Schaft. Hier erfolgt das Knochenwachstum innen und

die Resorption auf3en (Geneser, 1990; Junqueria und Carniero, 1996).

Das Langenwachstum resultiert aus der Proliferation von Teilen der Metaphysen,
wahrend der neue Knochen der Verkntcherungszone wieder abgebaut wird. Hierbei
besteht ein Gleichgewicht aus Knorpelzellbildung, ihrem Umbau in Knochen und dem
Knochenabbau. Wenn der gesamte zur Verfigung stehende Knorpel etwa im 20.
Lebensjahr verbraucht ist, endet hier das Wachstum und die Epiphysenplatte existiert

nicht mehr (Junqueria und Carniero, 1996).

Mit dem Knochenwachstum sind Umbauvorgange verbunden, bei denen der Knochen
— auch bei sekundarer Bildung — immer erst als Geflechtknochen vorliegt. Der
Lamellenknochen entsteht in den ersten Lebensjahren. Wichtig ist, dass der
Kollagenfaserverlauf den mechanischen Anforderungen angepasst ist, er verandert

sich unter gleich bleibenden Bedingungen nicht.

Auch der Lamellenknochen des Erwachsenen unterliegt einem standigen Umbau.
Vorhandene Osteone werden ab- und wieder neu aufgebaut, wobei
Lamellenbruchstiicke als Schaltlamellen stehen bleiben. Dieser Umbau erfolgt
besonders aktiv bei geénderten statischen Verhéaltnissen, beispielsweise bei einem
geschadigten aktiven Bewegungsapparat, vor allem der Kollagenfaserverlauf wird
angepasst. Wenn die Belastung des Knochens herabgesetzt ist nimmt die
Knochenmasse durch Reduzierung von Zahl und Dicke der Knochenlamellen ab,
woraus eine erhohte Porositdt (Osteoporose) entsteht. Diese ist jedoch mit

Wiederaufnahme der Belastung reversibel (Junqueria und Carniero, 1996).

1.6.7 Kno6cherne Integration von Implantaten

Der Erfolg eines Implantates, das zementfrei und somit direkt in den Knochen
implantiert wird, ist vor allem von seiner ossaren Integration abhangig. Aus dieser
Osseointegration resultiert die Sekundarstabilitat und Uberlebensdauer der Prothese.
Hierbei wird der in der Osteokonduktionsphase gebildete Geflechtknochen zunachst
durch Remodeling in Lamellenknochen umgewandelt, wodurch das Implantat stabil in

die Anforderung der machanischen Belastung des Knochens integriert wird (Schenk
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und Buser, 1998). Die unterschiedlichen Eigenschaften des Implantates wie der
Werkstoff, die Biomechanik, die GrolRe oder das Stress Shielding beeinflussen
Interaktion der Zellen und des knéchernen Implantatlagers. Die Beschaffenheit der
Implantatoberflache scheint eine der wichtigsten EinflussgréRen auf die Zellen des
Implantatlagers zu sein (Boyan et al., 2001). Zellulare Ablaufe und Reaktionen werden
durch eine frihe Regulation der Zelle nach der Implantation beeinflusst (Schwartz et
al., 1999). Die Fortsétze der Knochenzellen treten hierbei wohl mit dem Implantat in
Kontakt und registrieren die induzierten mechanischen Stimuli, um diese dann
weiterzuverarbeiten. Der genaue Mechanismus ist hier jedoch noch nicht bekannt
(Steflik et al., 1998). Grundvoraussetzung fir die Regeneration von neuem
Knochengewebe ist eine gute Knochenqualitdt mit ausreichender Vaskularisation
(Donath, 1988; Fritz, 1999).

1.7 Periprothetische Infektionen

Infektionen treten beim endoprothetischen Huftgelenkersatz durchschnittlich mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 0,5 bis 2% bei der Priméroperation auf. Hierbei besteht im
ersten postoperativen Jahr die grofdte Infektionsgefahr mit kumulativen Raten von 6,5
pro 1000 Implantatjahren. Im zweiten Jahr liegt die Rate bei 3,2 und im dritten und
jedem jeweils folgenden Jahr bei 1,4 pro 1000 Implantatjahren. In Risikokollektiven
liegt die Infektionsrate bei bis zu 5% (Geipel und Herrmann, 2005). Neben den
Konsequenzen einer Protheseninfektion mit zugehérigen Revisionsoperationen muss
auch noch das bestehende Mortalitatsrisiko des Patienten, das fir einen 65 jahrigen
bei 0,4-1,2% und fir einen 80 jahrigen Patienten bei 2-7% liegt, bedacht werden
(Fisman et al., 2001). Nicht zuletzt sind auch die entstehenden Behandlungskosten fiir

das Gesundheitssystem von erheblicher Relevanz.

1.7.1 Pathogenese von periprothetischen Infektionen

Pathophysiologisch werden periprothetische Infektionen in den meisten Fallen durch
Kontamination der Wunde wahrend der Operation hervorgerufen. Desweiteren kann es
auch sekundar Uber hdmatogene Streuung bei Bakteridmie, z. B. bei Zahnextraktionen,

zu einer Besiedelung des Implantats mit nachfolgender Infektion kommen.

Berbari et al. (1998) ermittelten die Risikofaktoren fir eine Protheseninfektion. Zu den

gesicherten Faktoren, welche grof3tenteils lokale Bedingungen beschreiben, zahlten
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der vorausgegangene Gelenkersatz, ein erhohter NNIS (National Nosocomial
Infections Surveillance System) Score, postoperative Wundinfektionen ohne
Prothesenbeteiligung und maligne Grunderkrankungen. Die wahrscheinlichen sowie
ungesicherten Risikofaktoren sind zumeist systemisch, wie beispielsweise eine
Rheumatoide Arthritis, eine Kortikosteroidtherapie, sich dicht unter der Hautoberflache
befindende Prothesen, ein Diabetes mellitus und ein hohes Lebensalter. Lazzarini et al.
(2004) beschreiben zusétzlich noch Harnwegsinfekte, Leber-
INierenfunktionsstérungen, Mangelerndhrung und schwere Infektionskrankheiten in
Zusammenhang mit einer erhohten Rate an Protheseninfektionen. Weitere lokale
Einflussfaktoren sind z. B. exzessive Weichteildefekte, arterielle und vendse
Durchblutungsstérungen, Neuropathie, postoperative ausgedehnte Hamatome und in
situ verbleibende nekrotische Gewebereste (Gustilo und Anderson, 1976; Lazzarini et
al., 2004; Schnettler und Alt, 2004; Wichmann et al., 1998).

Durch die Anwesenheit des Fremdmaterials im Organismus ist die fur eine Infektion
notwendige Keimmenge deutlich reduziert (Geipel und Herrmann, 2005). Elek und
Conen zeigten schon 1957, dass die Menge an Staphylococcus aureus zum Auslésen
eines subcutanen Abszesses bei Anwesenheit von Fremdmaterial um den Faktor 1000
niedriger war als ohne die Verwendung von Fremdmaterial. Als Ursache hierfir ist die
Fahigkeit vor allem der Staphylokokken, einen extrazellularen Biofilm zu bilden. Durch
diese Schutzbarriere werden 1000fach hdohere Konzentrationen eines Antibiotikums
bendtigt, um einen Biofilm-bildenden Stamm bei Staphylococcus aureus abzutéten im
Gegensatz zu einem entsprechenden Stamm, der keinen solchen Biofilm gebildet hat
(Nickel et al., 1985). Der Biofilm dient somit als Schutz fir das Bakterium sowohl vor
einer Antibiotikatherapie als auch vor dem Immunsystem des Wirtsorganismus. Im
Falle einer bakteriellen Implantatbesiedelung mit Biofilmbildung ist nach Gristina und
Costerton (1985) eine kurative Behandlung nur noch die komplette Entfernung der
Prothese moglich. Ein weiterer Virulenzfaktor der Keime ist das Vorhandensein
sogenannter Adhesine, welche Uber mehrstufige Prozesse die Bindung der Bakterien
an die vorhandene Matrix ermoglichen. So verfigen Staphylococcus epidermidis
Stamme z.B. Uber Capsular polysaccharide intercellular adhesin (PSA) und
proteinaceous autolysin (Rupp et al. 1999). Nach erfolgreicher Adh&sion lagern sich
die einzelnen Bakterien Uber einen polysyccharide intercellular adhesion (PIA)
vermittelten Prozess zusammen und beginnen mit der Biofilmbildung (Galdbart et al.,
2000).

Im Gegensatz zu Staphylococcus epidermidis, welcher vermehrt mit der

Prothesenoberflache interagiert, bindet Staphylococcus aureus uber spezifische
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Adhesinoberflachenmolekiile, zusammenfassend als MSCRAMM (microbial surface
components recognising adhesive matrix molecules) bezeichnet, an extrazellullare
Proteine wie Fibrinogen, Fibrin, Kollagen, Elastin, von-Willebrand-Faktor usw., die
ihren Ursprung im Wirtsgewebe haben (Lew und Waldvogel, 2004; Vadaux et al.,
2000). Staphylococcus aureus Stamme konnen ebenfalls Biofilm bilden und eine
begleitende Weichteilinfektion auslésen, indem sie Uber die Produktion von Exotocin
und Hydrolasen und Uber endozytotische Aufnahme in den Intrazellularraum von
Epithel- und Endothelzellen gelangen kdnnen (Ellington et al.,, 2003; Sinha et al.,
1999). Durch die Bildung einer ,small colony“ Variante kann sich Staphylococcus

aureus an sich verandernde Umweltbedingungen anpassen (von Eiff et al., 1998).

Es kann andererseits, ohne bakterielle Infektion, zu einer Fremdkdrperreaktion
kommen, bei der Granulozyten und Makrophagen aufgrund ,frustraner” Phagozytose
des Fremdmaterials, welches nicht phagozytiert werden kann, aktiviert werden. Zudem
werden Leukozyten degranuliert, weniger Sauerstoffradikale produziert und es kommt
zu einer zellularen Apoptose. Diese Inflammationsreaktion resultiert in einer
verdnderten  T-Zellreaktion, verringerter =~ Makrophagen- und  neutrophilen
Granulozytenaktivitdit und auch in einer verminderten Lymphozyten- und
Komplementfunktion. Diese Mechanismen fihren zu einer lokalen Immundefizienz
(Zimmerli et al. 1984). Zuséatzlich kdnnen physikalische Faktoren wie eine lokale
Uberwarmung mit hieraus resultierender Perfusionsschadigung im Knochen durch die
Polymerisation bestimmter Implantatmaterialien zu einer reduzierten Wirtsabwehr

fuhren (Geipel und Herrmann 2005).

Durch die Freisetzung von Exotoxinen und Mikroembolien im Verlauf der
Entzindungsreaktion kommt es Uber die Freisetzung von Nekrosepartikeln zu einer
Herabsetzung der medullaren und periostalen Blutversorgung. Hieraus kann eine
Sequesterbildung entstehen, bei der vitale Knochenelemente aus dem Verbund gel6st
werden, woraus die Lockerung der Prothese und die Entstehung einer chronischen

Protheseninfektion resultieren kann (Lew und Waldvogel, 2004).

1.7.2 Formen der Protheseninfektionen

Periprothetische Infektionen werden in Frih- und Spéatinfektionen unterteilt (Debrunner,
2002). Geipel und Herrmann (2005) gliedern die Frihinfektion nochmals in eine
.akute" - weniger als zwei Monate nach der Implantation - und eine ,verzdgerte*

zwei bis zwolf Monate nach der Implantation - Infektion auf.
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Fruhinfekte treten innerhalb eines Jahres nach der Operation auf und haben auch in
dieser ihren Ursprung. Als Prophylaxe dient also strenge Einhaltung der Asepsis,
gewebeschonende Operationstechnik und perioperative Gabe eines
Breitspektrumantibiotikums,  besonders  bei  Re-Operation oder erhohter
Infektionsgefahr. Wenn sich dennoch eine Infektion entwickeln sollte, muss diese
frihzeitig durch Debridement des infizierten Gewebes und Spulung der Prothese mit
hochdosierter systemischer Antibiose therapiert werden mit dem Versuch, die Prothese
in situ zu belassen. Es besteht die Gefahr der Prothesenlockerung durch Osteolysen,
weshalb die Prothese dann entfernt werden muss. Eine Re-Implantation fuhrt nicht
immer zum Erfolg (Debrunner, 2002). Das Erregerspektrum des ,akuten* Frihinfektes
zeigt Ublicherweise solche hoherer Virulenz wie Staphylococcus aureus, f-
hamolysierende Streptokokken und Enterobakterien. Diese Infektionen kdnnen einen
fulminanten Verlauf nehmen und gelegentlich geht mit der Protheseninfektion eine
Sepsis einher. Die ,verzdgerten* Fruhinfekte werden zumeist durch koagulasenegative
Staphylokokken, a-hamolysierende  Streptokokken, anaerobe Kokken und
Korynebakterien  ausgeldst und  verlaufen  oftmals ohne  systemische

Krankheitsszeichen (Geipel und Herrman, 2005).

Spétinfekte, die auch nach mehreren Jahren auftreten kénnen, entstehen durch
hamatogene Streuung der Erreger infolge eines anderen Infektes oder als Resultat
einer schleichenden Infektion durch eine Kontamination wahrend der Operation.
Manifest werden diese meist durch Schmerzen wund die Zeichen der
Prothesenlockerung, mdglicherweise aber auch durch die Entstehung einer Fistel
(Debrunner, 2002). Das Erregerspektrum ist breit und erstreckt sich zum Beispiel Uber
Bakterien der Hautflora und des Oropharynx oder Uber Infektionsquellen des

Urogenital- oder Gastrointestinaltraktes (Geipel und Herrmann, 2005).

1.7.3 Prophylaxe von Protheseninfektionen

Neben der Einhaltung der allgemeinen Prinzipien der Infektionsprophylaxe intra- und
perioperativ gibt es die Mdéglichkeit der Anibiotikaprophylaxe. Hierbei muss wiederum
zwischen einer systemischen und einer lokalen Applikationsform unterschieden

werden. Diese kdnnen und sollen jedoch miteinander kombiniert werden.
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1.7.3.1 Systemische Antbiotikaprophylaxe zur Vermeidung von
Protheseninfektionen

Durch Gewebegéngigkeit in Weichteile und Knochen soll das intravends applizierte
Antibiotikum zum Zeitpunkt der gréf3ten Kontamination — n&mlich intraoperativ — die
Entstehung einer Infektion wirksam verhindern. Die meist gebrauchte Substanz hierfiir
ist Cefazolin (Marcelscu und Osmon, 2005), da es die folgenden Anforderungen an ein
systemische Antibiotikaprophylaxe erflllt: gute Weichteil- und Knochengangigkeit,
breites Wirtsspektrum — besonders gegen Staphylococcus aureus und Staphylococcus
epidermidis — eine lange Halbwertzeit und eine gute Vertraglichkeit (Alt und Schnettler,
2007; De Lalla, 2001). Im Falle einer Allergie wird die Verwendung von Clindamycin
oder Vancomycin empfohlen (Bratzler und Houk, 2004; Breithaupt, 2004). Letzteres
findet auch Anwendung zur Prophylaxe bekannter Besiedelung des Patienten mit
Staphylococcus aureus Stammen (Bratzler und Houk, 2004). Es sollte jedoch von der
standardmanRigen Verwendung von Vancomycin Abstand genommen werden, um die
Ausbildung von Resistenzen zu vermeiden. Zum anderen besitzen Cephalosporine und
Penicillinase-feste Penicilline eine bessere Wirksamkeit gegeniiber Staphylokokken
(Cantoni et al., 1990; Fishman und Brennen, 1997). Um die Serumspitzenspiegel des
Antibiotikums nutzen zu kénnen, sollte es 20 Minuten préoperativ appliziert werden
(Bratzler und Houk, 2004). Durch die viermalige Gabe des Antibiotikums am
Operationstag kénnen die besten Ergebnisse fiir die Langzeitiberlebensrate der
Prothese mit der geringsten Revisionsrate — unabhangig vom Grund der Revision —

erreicht werden (Engesaeter et al., 2003).

1.7.3.2 Lokale Antbiotikaprophylaxe zur Vermeidung von Protheseninfektionen

Schon 1970 konnten Buchholz und Engelbrecht die Infektionsraten bei
Huftprothesenopertionen um die Hélfte senken, indem sie Gentamicin als Antibiotikum
PMMA-Knochenzement beimischten. Wahlig und Dingeldein (1980) konnten im
Folgenden zeigen, dass Gentamicin-beladener Knochenzement eine hohe lokale
Konzentration des Antibiotikums erreichte, die systemischen Konzentrationen blieben
jedoch niedrig. Damit war die Freisetzungskinetik von Gentamicin — mit einer hohen
lokalen Wirksamkeit und einem niedrigen Risiko fir systemische Komplikationen — der
der anderen getesteten Antibiotika Gberlegen, womit es zum Antibiotikum der Wabhl fur
PMMA-Zement wurde.

Joseffson und Kolmert (1993) verglichen in einer prospektiven Multicenter-Studie aus

Schweden Prothesenimplantationen mit einer systemischen Antibiose und einer
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Kombination aus systemischer und lokaler Antibiose in Form eines Antibiotika-
beladenen Knochenzements. Die Infektionsraten waren fur die Kombination aus lokaler
uns systemischer Antibiose niedriger, jedoch zeigte nur die Daten funf Jahre
postoperativ eine statistische Signifikanz, die nach zehn Jahren nicht mehr bestand. Im
Gegensatz hierzu blieben die signifikanten Unterschiede in einer Analyse aus dem
norwegischen Huftprothesenregister auch nach zehn Jahren bestehen. Das Risiko fir
eine Revisionsoperation war generell 1,4 fach hoher. In Unterscheidung der Griinde fir
die Revision war das Risiko fur eine Infektion 1,8fach, das Risiko einer aseptischen
Lockerung 1,3fach erhéht, wenn statt einer Kombination aus systemischer und lokaler

nur die systemische Applikationsform gewahlt wurde (Engesaeter et al., 2003).

Noch vor zehn Jahren bestand in Europa Uneinigkeit Gber die Wirksamkeit von
Antibiotika-beladenem Knochenzement (van de Belt et al., 2001). Durch die Daten von
Engesaeter et al. (2003) ist die Verwendung von Antibiotika-PMMA-Knochenzement in
Europa nun Standard fur die Infektionsprophylaxe bei Prothesenprimarimplantation
geworden. In den USA hingegen wird die Verwendung bei Primarimplantaten noch
immer abgelehnt (Jiranek et al., 2006). In der zementfreien Technik der Prothetik
besteht im klinischen Alltag derzeit keine Moglichkeit einer lokalen Anwendung von
Antibiotika. Aus diesem Grund versucht man verschiedene
Oberflachenbeschichtungen der Prothesen als Tragersubstanzen fir die Antibiotika

einzusetzen.

1.8 Gentamicin

Gentamicin gehort zur Gruppe der Aminoglykosid-Antibiotika. Das erste Aminogykosid
— Streptomycin — wurde 1944 entwickelt. Gentamicin selbst ist seit 1963 bekannt.
Gentamicin wird aus Micromonospora purpurea gewonnen. Seine chemische Struktur
besteht aus Aminozuckern, welche Uber glycosidische Bindungen mit den
Hydroxylgruppen von Amino- oder Guanin-substituiertem Cyclohexanol verknipft sind.
In kristalliner Form resultieren die Hydrophilie und Stabilitat aus den freien OH-
Gruppen. Diese sind aber auch die Angriffsorte fur inaktivierende Bakterienenzyme.
Gentamicin ist farblos, gut wasserloslich, 16sungsstabil im pH-Bereich von 2,2 bis 10
und stabil bei Hitze und Kalte. Ein kurzfristiges Erhitzen auf Gber 100° C wird durch
seine Thermostabilitdét toleriert. Gentamicin zeigt schon in sehr niedrigen
Konzentrationen im aeroben, neutralen oder alkalischen Milieu eine bakterizide

Wirksamkeit gegen ein breites Spektrum von Bakterien. Es hat einen raschen
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Wirkungseintritt. Durch Kombination mit 3-Lactam-Antibiotika kann eine synergistische
Wirkungssteigerung erzielt werden. Gentamicin zeigt eine gute Wirksamkeit gegen
Staphylococcus aureus, koagulasenegative Staphylokokken und einige der a-
Streptokokken-Stamme. [-Streptokokken, Enterokokken und der grofRte Teil der
anderen gram-positiven Bakterienarten sind hingegen nur mafRig sensibel bis
resistent, wenn man den ublichen Grenzwert der mittleren Hemmkonzentration (MHK)
von 4 pg/ml zugrunde legt. Anaerobier sind resistent gegen Gentamicin, weil dessen

Transport in die Bakterienzelle sauerstoffabhéngig ist (Daschner, 2002; Strauss, 1999).

Die antimikrobielle Wirkung entsteht durch folgenden Mechanismus: Zunachst dringt
das Antibiotikum in die Zelle ein und reichert sich dort an. Hiernach bindet es an die
30S-Untereinheit der bakteriellen Ribosomen und blockiert somit deren Akzeptorstelle
und die Formylmethionyl-tRNA kann nicht binden. Zudem wird die Bindung der
Aminoacyl-tRNA an das Ribosom verhindert und bereits bestehende Peptitketten
werden nicht verlangert. Auch die Anlagerung des Antikodons der tRNA an das Kodon
der mRNA wird gestdrt, woraus Ablesefehler bei der Translation resultieren. Infolge

dieser Mechanismen entstehen fehlerhafte, so genannte ,Nonsens“-Proteine.

Gentamicin kann wegen seiner starken kationischen Eigenschaften kaum nach oraler
Einnahme aus dem Darm resorbiert werden, weshalb es parenteral oder lokal
angewendet werden muss. Wie alle Aminoglykoside wird es nicht metabolisiert und
kaum an Plasmaproteine gebunden. Es zeigt auch nur eine geringe Passage durch die
Blut-Liquor-Schranke und penetriert nicht in den intrazellularen Raum. Die Eliminierung
von Gentamicin erfolgt mittels glomerulérer Filtration Gber die Nieren. Die Halbwertzeit
betragt zwei Stunden. Gentamicin besitzt nur eine geringe therapeutische Breite. Es ist
oto- und nerphrotoxisch. Im Falle einer Plasmakonzentration von Uber 10 pg/ml —
durch Uberdosierung oder Kumulation infolge einer Niereninsuffizienz — steigt das
Risiko eines irreversiblen Innenohrschadens durch Ablagerung des Gentamicins in
dessen Haarzellen an. Zur nephrotoxischen Wirkung kommt es durch Ablagerung der
Substanz in der Nierenrinde. Eine Ablagerung in den proximalen Tubuluszellen ist
jedoch meist reversibel. Weitere unerwinschte Wirkungen sind Atemdepression,
Blutbildveranderungen, Muskelschwéche, Arthralgien, Fieber, Exanthembildung,
neuromuskulére Blockaden und eine voriibergehende Erhdhung der Leberenzymwerte.
Allergische Reaktionen treten selten auf. (Daschner, 2002; Kayser et al., 2001) Die
Haufigkeit der Komplikationen von Gentamicin-beladenem Knochenzement konnten
bei niedriger systemischer Konzentration schon 1980 von Wahlig und Dingeldein als

selten eingeschatzt werden.

25



EINLEITUNG UND THEORETISCHE GRUNDLAGEN

H N -~
R o
0 s H
H
0
H
H o % ANy
%
N-H
H
Abb. 1: Strukturformel des Antibiotikums Gentamicin. AUS:

www.pharmawiki.ch/wiki/index.php?wiki=Gentamicin (20.06.2010)

1.9 Problemstellung

Auch in der heutigen Zeit handelt es sich bei Protheseninfektionen um gefiirchtete
Komplikationen in der Unfallchirurgie und Orthopéadie. Zur Prophylaxe wurden
verschiedene Strategien entwickelt, wie die systemische und lokale Applikation von
Antibiotika. Im klinischen Alltag ist die lokale Antibiotikaprophylaxe bislang nur in der
zementierten Endoprothetik durch die Beimengung von Antibiotika zum
Knochenzement mdglich. In der zementfreien Endoprothetik existiert eine solche
Mdoglichkeit bislang nicht. Ein mdglicher Ansatz hierfir in der zementfreien
Endoprothetik ist, die Prothesenoberflaiche mit Antibiotika zu beschichten. Vor kurzem
konnte fur eine Hydroxylapatit(HA)-Gentamicin-Kombinationsbeschichtung eine
signifikante Reduktion von Infektionsraten in einem Kaninchenmodell bei Implantat-
assoziierten Infektionen im Vergleich zu reinen HA-beschichteten K-Drahten gezeigt
werden (Alt et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurden das knocherne Einwachsverhalten und die
Biokompatibilitat einer HA-Gentamicin-Kombinationsbeschichtung mit einer reinen HA-
Beschichtung verglichen. Hierzu werden K-Dréhte mit den Beschichtungen HA und
HA+Gentamicin am Kaninchenmodell zu verschiedenen Zeitpunkten unbeschichteten
K-Dréhten gegeniber gestellt, um Biokompatibilitdt und Knochenneubildung zu

vergleichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Implantate und Beschichtungstechnologien

2.1.1 Implantate

Samtliche Implantate wurden von der Firma Biomet, Berlin, zur Verfiigung gestellt. Die
Herstellung der Gentamicin-Beschichtung wurde ebenfalls durch die Firma Biomet

vorgenommen.

2.1.2 Kirschner-Drahte

Bei den Implantaten handelt es sich um Kirschner-Drahte (K-Drahte) aus rostfreiem
Implantatstahl (1.4441:X2CrNiMo 18-15-3), die einen Durchmesser von 2 mm besal3en
und 11 cm lang waren. Die K-Drahte hatten auf der einen Seite eine Trokar-Spitze und
ihre Oberflache wurde durch Sandstrahlung aufgeraut (EK54). Sie dienten als
Basisimplantate fiir die weitere Beschichtung (Abbildung 2).

Abbildung 2: Beschichtete Kirschner-Drahte. Oben: HA, unten: HA + Gentamicin

2.1.3 BoneMaster Hydroxylapatit-Beschichtung (C1)

Das Hydroxylapatit wurde durch ein elektrochemisches Verfahren auf die K-Dréhte
aufgebracht. Um das Implantat mit Hydroxylapatit zu beschichten, wurde es kathodisch
in einem Ca**H/PPO,z5. enthaltenden Elektrolyt (0,033 M CaCl, und 0,02 M
NH4H,PO,4, verdinnt in Wasser 1:20) depolarisiert, wobei ein pH von 6,4 und eine
Temperatur von 37° Celsius vorherrschte. Fir einen Zeitraum von bis zu 120 Minuten
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lief der Prozess unter galvanostatischen Bedingungen ab. Hierbei bestanden
Stromdichten bis zu -10 mA/cm?.

Abbildung 3:
Hydroxylapatitbeschichtug
(Referenz: Roessler et al.,
2003)
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Die Hydroxylapatitschicht war maximal 5 um dick und zeigte unter dem
Elektronenmikroskop eine nadelartige Morphologie, die durch Kristallite mit typischen
Langen von 300 nm und Durchmessern von 60 nm gebildet wurde (Abbildung 3).

2.1.4 Gentamicin-Beschichtung (T1)

Auf die Implantate der Gruppe T1 wurde zuséatzlich zu dem Hydroxylapatit noch eine
Gentamicin-Beschichtung aufgebracht. Durch ein so genanntes Ink.-Jet Verfahren
wurde das Antibiotikum Gentamicin tropfenweise aufgetragen. Dieses hat den Vorteil,
dass das Tropfenvolumen genau eingestellt werden konnte und somit die gewlinschte
Schichtdicke auf dem Implantat erreicht wird. Die Belegungsdichte auf dem K- Draht
betrug 250 pg/cm2. Die Zusammensetzung des aktiven Gentamicins bestand zu 50%
aus einer Schicht schwer wasserléslichen Gentamicincrobefats (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland), welches eine langsame Freisetzungsrate zeigt, und zu
weiteren 50% aus einer Schicht leicht wasserldslichen Gentamicinsulfats (Fujian
Fukang Pharmaceutical, Fuzou, China), das eine schnelle Freisetzungsrate aufweist.
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2.2 Studiendesign

2.2.1 Ethikkommisionsvotum

Das Versuchsvorhaben wurde nach § 8 Absatz 1 und 2 des Tierschutzgesetzes in der
Fassung der Bekanntmachung vom 18.08.1996 beim zustandigen
Regierungsprasidium in Erfurt, Thiringen, angezeigt und von diesem in der

vorgelegten Fassung genehmigt (Registrationsnummer: 14-03/04).

Das Versuchsvorhaben erfolgte in der Tierklinik fir Gro3- und Kleintiere des fzmb e.V.
in Bad Langensalza. Die Aufarbeitung der Proben und Auswertung der Ergebnisse
fand im Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie der Klinik und Poliklinik fir

Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universitéat Giel3en statt.

2.2.2 Studiendesign

In dieser Studie sollen die Biokompatibilitit und die kndcherne Integration
verschiedener Beschichtungen fiir Endporothesen ermittelt werden. Dazu wurden die
oben beschriebenen K-Drahte in die Tibiae von Kaninchen eingebracht. Nach
entweder 4 oder 12 Wochen wurden die Tiere euthanasiert, die Tibiae entnommen und
zu histologischen Praparaten aufgearbeitet. Diese wurden zum einen qualitativ
untersucht und beschrieben und zum anderen erfolgten quantitative Messungen der

Knochenneubildung.

4 Wochen 12 Wochen
N=12 N =27
( HA N\
HA L N=9 )
N=6
HA + Gentamicin
G N = 9 J
HA + Gentamicin p —
N=6 e
G N = 9 J

Abbildung 4: Studiendesign mit 2 Standzeiten und einer Beobachtungszeit von 4 bzw. 12 Wochen
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2.2.3 Versuchstiere und ihre Unterbringung

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 39 Jungtiere der Rasse New Zealand
White Rabbits. Die Tiere wurden in der Kleintierzuchtanlage R. Krieg, Winsch,
aufgezogen. Das Gewicht der Jungtiere betrug durchschnittlich 3600 Gramm (28409

bis 42009g). Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Versuche etwa drei Monate alt.

Die Unterbringung und Pflege der Tiere erfolgte in der Tierklinik far Grof3- und
Kleintiere des fzmb e.V., Bad Langensalza. Sie wurden zwei Wochen vor
Versuchsbeginn in einen Laufstall mit Einstreu eingestallt, damit sie sich an ihre neue
Umgebung gewdhnen konnten. Wéahrend dieser Zeit wurde bei keinem der Tiere eine
akute oder chronische Erkrankung beobachte. Die Kaninchen erhielten taglich Wasser
ad libitum, 300g Kaninchenstandartfutter und Heu in ausreichender Menge, wobei die

Erndhrung ohne Zugabe von Antibiotika erfolgte.

Jeden Tag wurde die regelrechte Nahrungsaufnahme der Tiere, sowie ihr Gewicht, ihre

Kdrpertemperatur, ihre allgemeine Aktivitat, wie auch die Wundheilung kontrolliert.

2.2.4 Randomisierung der Tiere

In der ersten Versuchsreihe wurden die Tiere entsprechend der zu testenden

Beschichtungen HA und HA-Gentamicin in zwei Gruppen zu je sechs Tieren unterteilt.

Die zweite Versuchsreihe mit der Standzeit von drei Monaten beinhaltete 27 Tiere.
Jeweils neun Tiere erhielten HA-beschichtete, HA-Gentamicin beschichtete

beziehungsweise komplett unbeschichtete K-Dréhte.

Zur Randomisierung der Tiere wurde eine durch einen Zufallsgenerator erstellte

Randomisierungstabelle verwendet.

2.2.5 Anasthesie

Sowohl die Durchfiihrung der Anasthesie als auch die perioperative Uberwachung
wurde von einer Tierérztin durchgefiihrt und Uberwacht. Da die Dauer der Operation

etwa 20 bis 30 Minuten betrug war eine Injektionsnarkose ausreichend.
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Zunéachst erfolgte fur die Narkose eine anticholinerge Pramedikation mit 0,1 mg/kg
Atropin. Die fir die praoperativ durchgefiihrte Rdéntgenuntersuchung notwendige
Analgosedierung erfolgte durch die intramuskulére Injektion von Ketanest®( Pfizer
Pharma GmbH, Karlsruhe). Jedoch wurden nur die Tiere der ersten Versuchsreihe
praoperativ gerontgt. Die Operation wurde in einer Injektionsnarkose durchgefihrt, bei
der nochmals Ketanest® in der Dosierung 60mg/kg KG und zudem das Hypnotikum
Xylazin® (Rompun®, Bayer, Leverkusen) in der Dosierung 6 mg/kg KG, sowie Atropin®

(Braun, Melsungen) in der Dosierung 0,1 mg/kg KG intramuskular injiziert wurde.

2.2.6 Operationsvorbereitung

Um den operativen Eingriff vorzubereiten, wurden die anterolaterale Tibiaflache und
die Knieregion des rechten Hinterlaufs der Kaninchen mit einer elektrischen
Schermaschine geschoren. Auf dem Operationstisch wurden sterile Einmalticher
ausgelegt, worauf das Kaninchen gelagert wurde. AnschlieBend wurde das
Operationsfeld am Kaninchen Unterschenkel mit Braunovidon® (Braun, Melsungen)
desinfiziert. Das Areal um das Operationsfeld herum wurde mit sterilen Tlchern
abgedeckt. Um eine Kontamination zu verhindern wurde auf eine absolute Sterilitat bei
samtlichen Eingriffen geachtet.

(Abb. 5a)

2.2.7 Implantation der Kirschner-Dréhte

Die Operationen wurden in einem tierklinischen Operationssaal unter sterilen

Bedingungen und Vollnarkose durchgefihrt.

Zunéachst erfolgte ein etwa 1 cm langer Hautschnitt infrapatellar mit einem Skalpell,
wodurch das Ligamentum patellae zur Darstellung kam. Hiernach wurde dieses in
Langsrichtung gespalten. Die tibiale Markhdhle wurde mit Hilfe eines Pfriems durch
langsames Drehen unter Druckausiibung eroffnet (Abb. 5b). Durch diese Offnung
wurde der Kirschner-Draht in den Markkanal bis zu dessen Ende intramedullar
vorgeschoben (Abb. 5c). Hiernach wurde das Uberstehende Ende des Drahtes auf
Hohe der Kortikalis mittels einer Zange gekirzt, so dass er vollstindig im Kanal

versenkt war. Die korrekte intramedullare Lage des Drahtes wurde mittels
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Rontgenaufnahme im lateralen Strahlengang dberprift. Nun wurde die Wunde mit
NaCl gespilt. Zunachst wurde das Peritendineum des Ligamentum Patellae und
anschliel3end die Haut genaht (Abb. 5d). Die Wunde wurde zusatzlich geklammert und
mit Sprihpflaster versorgt. Postoperativ war auf Grund der stabilen Verhdltnisse bei

allen Tieren die volle Belastbarkeit ihrer operierten Extremitaten gegeben.

Abbildung 5a: Steril abgedecktes Operationsfeld. 5b: Eréffnung der Markhdhle mit einem Pfriem. 5c:

Einbringen des Kirschner-Drahtes. 5d: Verschluss der Wunde mittels Hautnaht.
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2.2.8 Postoperative MalBnahmen

Zunachst wurde bei jedem der Tiere eine Rontgenkontrolle durchgefuhrt, um die

ordnungsgemale Lage der Implantate nachzuweisen.

Bis zum Erwachen aus der Narkose wurden die Tiere unter einer Warmelampe liegend
Uberwacht. Nachfolgend wurden sie wieder in ihre Boxen gebracht und mit Nahrung
versorgt. Um den zu erwartenden Wundschmerz zu therapieren, erhielten die Tiere 0,4
mg/kg KG Carpofen s.c. zur Analgesie.

Der klinische Zustand der Tiere wurde durch eine Tierarztin wahrend der gesamten
Dauer der Versuche nach einer eventuell verminderten Futteraufnahme, Apathie und
mangelnde Belastung der operierten Extremitat taglich tberwacht und dokumentiert.

Auch die Wundheilung wurde beobachtet.

2.2.9 Euthanasie

Die Euthanasie erfolgte, je nach Versuchsreihe, nach vier oder zwolf Wochen durch
eine Tierarztin. Die Tiere erhielten vor der T6tung, die durch die intrakardiale Injektion
von 4-5 ml T61° (Hoechst Veterinar, UnterschleiBheim) erfolgte, erneut Ketanest® zur

Analgosedierung (siehe oben).

2.2.10 Probenentnahme und Fixierung des Gewebes

Zunachst erfolgte die klinische Inspektion der Tibia. Nachfolgend wurde die Tibia
entnommen und direkt nach Explantation in 4%ige Paraformaldehyd (PFA) — Lésung
gebracht. In diesem Medium wurde sie fir vier Wochen belassen. Anschlie3end wurde
die Tibia mitsamt dem einliegenden K-Draht mit einer Bandsége in einen proximalen,
einen distalen und einen diaphyséren Teil zerteilt. Die beiden metaphyséren Abschnitte
wurden zu einem Transversal- der diaphysare Teil zu einem Langsschnitt weiter

verarbeitet.
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2.3 Auswertung der Versuche

2.3.1 Herstellung der histologischen Praparate

Die Praparate wurden mit der Trenn-Dunnschliff-Technik nach K. Donath (1982)
aufbereitet, die im Folgenden erlautert wird. Hierbei handelt es sich um eine Methode,
mit der man dinne Schliffe unter 10 um von nicht schneidbaren Geweben, wie z.B.
zahntragenden Kieferabschnitten mit Fullungen, Kronen und Briicken, dicke Kortikalis
oder eben auch implantattragende Réhrenknochen, herstellen kann. Dieses erfolgte,
ebenso wie die Auswertung der Proben, im Laboratorium fir Experimentelle

Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universitét in Giel3en.

Entwasserung und Infiltration

Zunachst wurden die unentkalkten Probensticke in die aufsteigende Alkoholreihe
Uberfihrt. Die Entwasserungszeiten der einzelnen Stufen sind abhangig von der
Gewebescheibendicke. In diesem Fall verblieben die Proben jeweils 48 Stunden in den

verschiedenen Konzentrationen.

Ethanol- 70% 80% 96% 100% 100% 100%
Konz (%)
Zeit 2d 2d 2d 2d 2d 2d

Tab. 1: Entwasserungsplan

AnschlieBend wurden sie in dem Entwasserungssystem 510 (Entwasserungs- und
Infiltrationsautomat, EXAKT Apparatebau, Norderstedt) fur jeweils 48 Stunden in
Technovit®/reinem Ethanol, die in den Mischverhaltnissen 30%/70%, 50%/50%,
70%/30% und 100%/0% vorlagen, infiltriert. Flr weitere neun Tage wurden die Proben
mit  Technovit 7200 VLC® mit 1% Dibenzoylperoxid (Exakt-BPO

Penetrationsbeschleuniger, Heraeus-Kulzer, Wehrheim) infiltriert.

Infiltrationslosung  Technovit®/ Technovit® Technovit® Technovit®
Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
30%/70% 50%/50% 70%/30% 100%/0%
Zeit 2d 2d 2d 2d

Tab. 2: Kunststoffinfiltration

34



MATERIAL UND METHODEN

Ausblocken und Polymerisation

Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Gewebeproben mit dem Fixationskleber Technovit
7230 VLC® (Heraeus-Kulzer, Wehrheim) in den Einbettmulden der Formen
entsprechender GroR3e fixiert, damit sie sich nicht von der Bodenplatte abheben
konnten. Daraufhin werden sie mit Technovit 7200 VLC® (Heraeus-Kulzer, Wehrheim)
mit 1% BPO blasenfrei Uberschichtet. Hierbei handelt es sich um einen fliissigen
lichthartenden Einkomponentenkunststoff auf Methylmethacrylatbasis.

Die nachfolgende Polymerisation ist in zwei Stufen untergliedert. Das Préaparat wurde
zur  Vorpolymerisation  fur zwei  Stunden mit  Gelblicht aus dem
Lichtpolymerisationsgerat Histolux (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) bestrahlt.
Hierbei wird ein groRer Abstand zum Préparat gewahlt, um die Polymerisation langsam
einzuleiten und Spannungsrisse zu vermeiden. Die endgultige Polymerisation erfolgte
durch Blaulichtbestrahlung Uber vier Stunden, ebenfalls im Lichtpolymerisationsgerat
Histolux (EXAKT Apparatebau, Norderstedt). Hiernach mussten die Blockoberflachen
16 Stunden lang in einem Warmeschrank mit einer Innentemperatur von 40° Celsius
ausharten. Die nachfolgende Abkihlung der Praparate auf Raumtemperatur musste

hierbei langsam erfolgen um Spannungsrisse zu vermeiden.

Blockvorbereitung und Kleben

Der polymerisierte Gewebeblock wird nun aus der Einbettform genommen und so
angeschliffen, dass die histologisch zu untersuchende Flache an die Oberflache
gebracht wird. Dazu wurde die Gegenseite auf Plexiglasobjekttréager geklebt und mit
Hilfe der Vakuum-Klebeeinrichtung (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) angepresst.
Nachfolgend wurde die Oberseite der Blocke mit Hilfe des EXAKT-
Mikroschleifsystems® angeschliffen und poliert, bis das Technovit 7230 auf der
Praparatoberflache vollstindig entfernt war und alle zu untersuchenden
Gewebeabschnitte des Préparates frei lagen. Wichtig ist hierbei, dass eine Parallelitat
zwischen Schleifoberflache und Plexiglasobjekttrager besteht und dass die
Praparatoberflache frei von Unebenheiten ist. Diese Planparallelitdt wurde mit der

Mikrometerschraube ermittelt.

Auf diese angeschliffene Flache wurde ein Glasobjekttrager mit dem Technovit 7210
VLC Préazisionskleber (Heraeus-Kulzer, Wehrheim) und mit Hilfe der Vakuum-
Klebeeinrichtung (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) aufgeklebt. Es kam nach etwa
zwei bis funf Minuten zur gleichmafiigen Verteilung des Klebers im Klebespalt,

woraufhin die Lampe fur die Photopolymerisation eingeschaltet werden konnte. Diese
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war nach etwa zehn Minuten abgeschlossen. Nachfolgend wurde die Klebestérke

ermittelt.

Herstellung des endgliiltigen Praparates

Das so entstandene Praparat-Objekttrager-Sandwich wurde in das EXAKT-
Trennschleifsystem (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) eingespannt, um mit dem
wassergekihlten und diamantbeschichteten Trennband etwa 100 pm dicke, dem
Glasobjekttrager anhaftende, Préaparatscheiben zu schneiden. Die Schnittdicke
errechnet sich aus der Gesamtdicke des zu schleifenden Schleifpraparates abzuglich
der Objekttrager- und Klebestarke. Diese wurden nun mit dem EXAKT-
Mikroschleifsystem® abgeschliffen und poliert, bis sie die gewiinschte Schichtdicke von
5 um erreicht hatten. Das Gerat besteht aus einem Schleifteller, der als Trager fur
Sandpapierscheiben dient und dessen Umdrehungszahl reguliert werden kann. Die

Dicke der Praparate wurde mit der Mikrometerschraube kontrolliert.

Farbung
Von jedem Versuchstier wurden Schnitte der proximalen und der distalen Diaphyse der

Tibia, sowie ein Langsschliff angefertigt, die jeweils mit Toluidinblau, dessen
Metachromasie Aussagen Uber Knochenan- und —umbauvorgange erlaubt, und

Haematoxylin-Eosin angefarbt wurden.

Toluidinblau

Mit Hilfe der Farbung mit Toluidinblau kdnnen durch die Metachromasie Aussagen
Uber die Knochenan- und -umbauprozesse gemacht werden. Metachromasie heif3t,
dass sich eine Struktur aufgrund ihres Bauprinzips in einer von dem angewandten

Farbton abweichenden Nuance anfarbt.

Durchfiihrung:
e Anatzen des Schliffes mit 10%igem H,O, fir einen Zeitraum von 10
Minuten
o Abspulen des Objekttragers mit Aqua dest.
e 15 Minuten Farben mit Toluidinblau
e Abspulen in Leitungswasser
e Schliff Trocknen und Differenzieren des Schliffes mit Aceton-Alkohol

e Eindecken des Schliffes
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Farbeprinzip: Toluidinblau gehdrt zur Gruppe der Thiazinfarbstoffe. Es kommt in
saurem Milieu (pH 4) zu einer elektropolaren Anlagerung des basischen Farbstoffes an
die sauren Gruppen der Nukleinsauren. Da der Farbstoff gut alkoholloslich ist, erfolgt

die Differenzierung in Aceton-Alkohol.

Farbeergebnis Toluidinblau: mineralisierte Hartgewebematrix ungefarbt bis blassblau;
Zellen und Weichgewebe blau; Knorpelsubstanz metachromatisch bis rotviolett;

verkalkte Knochenmatrix dunkelblau.

Haematoxylin-Eosin (HE)
Diese Farbung gehort zur Gruppe der Ubersichtsfarbungen. Sie ist eine der am
haufigsten benutzten Kernfarbstoffe. Die Substanz muss erst durch Oxidation in den

richtigen Farbstoff Hamatein tberflhrt werden.

Durchfuihrung:
e Anatzen des Schliffes mit 10%igem H,O, fir einen Zeitraum von 10
Minuten
o Abspulen des Objekttragers mit Aqua dest.
e 5 bis 10 Minuten Farben mit Haimalaun
e 1 Minute Schwenken in Essigwasser (1ml auf 100 ml Aqua dest.)
e 10 Minuten Blauen in Leitungswasser
e 1 Minute Farben in Eosin
e Abspulen des Schliffes
e Trocknen des Schliffes

e Eindecken des Schliffes

Farbeprinzip: Das Hamatoxylin ist ein saurer Farbstoff und besitzt positive Ladungen.
Diese lagern sich an die negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA des Zellkerns
(Chromatin) an. Die tiefblaue Farbung der Kerne wird durch das Blauen, das heil3t die

Einstellung des pHs auf < 3, erreicht.

Eosin ist negativ geladen und bindet deshalb an die positiven Gruppen von
beispielsweise Eiweil3en mittels elektrostatischer Adsorption. Er ist sehr gut
wasserloslich und schwach sauer und wird gewdhnlich in mit Eisessig angeséauerter

wassriger Losung benutzt.
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Farbeergebnis Haematoxylin-Eosin: Zellkerne, Kalk, Knorpelgrundsubstanz und
grampositive Bakterien blau; Zytoplasma, Kollagenfasern, Bindegewebe und

Erythrozyten rot.

Eindecken der Schliffe

Das Praparat wird in trockenem und entstaubtem Zustand mit einem Deckglas und

Technovit 7200 ohne BPO festgeklebt, welcher zunadchst drei Minuten mit Blaulicht

polymerisiert wurde.

2.4 Histomorphometrische Auswertung

Zur Bestimmung der Knochenneubildung und des direkten Knochen-Implantat-
Kontaktes erfolgte die semi-quantitative histomorphometrische Auswertung. Die
Bearbeitung und Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm Image Pro® Plus
(Version 4.5; Media Cybernetics, Inc. Silver Spring, MD 20910, USA). Hierbei wurden
die einzelnen Schliffe der transversalen metaphyséaren Bereiche und der Diaphyse in
beiden Farbungen (HE und Toluidin) beurteilt. Im ersten Schritt wurde von jedem
histologischen Schnitt ein Foto mit dem Stereomikroskop Stemi SV 11® angefertigt und
auf den PC ubertragen. Der Zoombereich des Mikroskops lag bei 0,6x bis 6,6x (11:1).
Es besal? einen verstellbaren Tisch, wodurch die Lage des Préaparates stetig korrigiert
werden konnte. Die Genauigkeit der Scharfeebene konnte Uber einen installierten
Grob- und Feinrieb erhdoht werden. Zur Flachenmessung wurde das Objektiv Achromat
S® (Carl Zeiss Mikroskopie, Jena) mit einem VergroRerungsfaktor von 0,4 und einem
Arbeitsabstand von 250 mm verwendet. Das Gerdt nahm die Farbkorrektur
automatisch vor. Das Objektiv, welches fir die Langenmessung verwendet wurde war
das Planchromat S® welches einen VergroRerungsfaktor von 1,0 besaR. Fir die
einzelnen Zoombereiche musste eine darauf abgestimmte Kalibrierung verwendet
werden, um die Daten in der gleichen Einheit zu erhalten. Der Zoombereich wurde
hierbei so gewahlt, dass das Implantat vollstandig und ein Bereich von
Knochenmarkhohle und Endost dargestellt werden konnten. Bei den proximalen
Schnitten betrugen Zoombereich und Kalibrierung 5, bei den Langsschnitten 2 und bei

den distalen Praparaten 3,2.

Fur die histomorphometrische Erfassung erfolgte die Rotmarkierung des
Knochengewebes mit Image Pro® Plus. Gewebe mit &hnlichen Farbnuancen, wie

proliferierendes Bindewebe, musste selektiv mit dem Programm Photoshop® (Adobe,
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San Jose, USA) Uberarbeitet werden, wobei dezidiert darauf geachtet wurde, dass

hierbei kein Knochengewebe entfarbt wurde.

2.4.1 Semiguantitative Bestimmung der Knochenneubildung

Die semiquantitative Bestimmung der Knochenneubildung in der Umgebung des
Implantates erfolgte, um die kndcherne Integration des Implantates zu beurteilen. Im
ersten Schritt wurde eine ,Region of Interest” (ROI) definiert. Der in diesem Areal
neugebildete Knochen wurde erfasst. Die Ergebnisbeschreibung erfolgte prozentual in
Knochenneubildung in mm?ROIl in mm?. Die Abstande wurden so gewéhlt, dass ein
moglichst grol3er Bereich um das Implantat herum beurteilt werden konnte, ohne das
Endost mit einzubeziehen, da nur neu entstandener Knochen gemessen werden sollte.
Als Radius dieser kreisrunden ROI wurde fur die proximale Metaphyse 1,5 mm
gewahlt. Der Flacheninhalt des ROI betrug 7,1 mm? Hiervon musste die Flache des
Implantates selbst (3,1mm?) abgezogen werden. Die nun auf neugebildeten Knochen
zu untersuchende ringférmige Flache hatte somit einen Inhalt von 4,0 mm?. Im Bereich
der distalen Diaphyse wurde ein Radius von 1,2 mm definiert, so dass die ringférmige

Flache um das Implantat herum 1,49 mm? betrug. (Abb. 6)

Abbildung 6: Darstellung der Technik der Histomorphometrie der Knochenneubildung bei
Querschnittpraparaten. Toluidin-Dinnschiliff. In beiden Bildern stellt sich der rot markierte Knochen dar (A).
Der gelbe Kreis zeigt die ROI, die mit einem Radius von 1,5 mm um das Implantat herum gewahlt wird.
Dann wurde die Flache des Implantates heraus gerechnet und die Flache zwischen dem gelben und
blauen Kreis beinhaltet den zu beurteilenden neugebildeten Knochen (B).

Die Flachen der diaphysaren Schliffe waren nicht kreisrund und hatten nicht den genau
gleichen Flacheninhalt bei allen Schliffen. Der Abstand von 0,5 mm wurde ober- und

unterhalb des Implantates gemessen. (Abb. 7)
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Abbildung 7: Darstellung der Technik der Histomorphometrie zur Bestimmung der Knochenneubildung
bei Langsschnittpraparaten. ROI wird mit einem Abstand von 0,5 mm zum Implantat gewahlt (A). Die
Implantatflache wird davon subtrahiert, so dass die Flache fur die Knochenneubildung zwischen
Implantatrand und &uRerem ROI-Rand liegt (B).

2.4.2 Semiguantitative Bestimmung des Knochen-Implantat-Kontaktes

Zur Bestimmung des Knochen-Implantat-Kontaktes wurde ein anderes Objektiv
verwendet als bei der Flachenmessung, um die Adh&sionen besser beurteilen zu
kénnen. Hierbei handelte es sich um das Planchromate S® (Carl Zeiss, Jena; 1,0x).
Um die ganze Lange des Schliffes erfassen zu kdnnen, wurden mehrere Fotos
angefertigt, in denen die Langen einzeln ermittelt wurden. Hieraus wurde jedoch ein
Gesamtwert fur den jeweiligen Schliff ermittelt, der dann in die Bewertung mit einging.
Gemessen wurde die Lange des neugebildeten Knochens, welcher maximal einen
Abstand von 0,05 mm vom Implantat hatte. Um auch hier wieder einen Prozentwert
ermitteln zu kdnnen wurde diese Lange mit der Gesamtlange des Implantates ins
Verhéltnis gesetzt. (Abb. 8)
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(b)
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Abbildung 8: Darstellung der Technik der Histomorphometrie zur Bestimmung des direkten Knochen-
Implantat-Kontaktes. Die roten Linien (L1 und L2) stellen den direkten Kontakt zwischen Knochen und
Implantat dar, die gelben Linien (T1 und T2) die Lange des Implantates (a). Die exakte Vermessung
erfolgte mittels Image Pro Version 4.5 exakt (b).

2.4.3 Semiquantitative Bestimmung der Anzahl der Fremdkdrperriesenzellen

Die Bestimmung der Anzahl der multinuklearer Fremdkorperriesenzellen erfolgte, um
dadurch Rickschliisse auf eine potentielle Fremdkorperreaktion auf die Implantate
bzw. auf die Beschichtungen zu gewinnen (Gottlander et al., 1997).

Fur diese Untersuchung dienten die Langsschnitte des Tibiaschaftes als Grundlage.
Die Auswertung des Knochenmarks erfolgte durch eine gitterférmige Zahlkammer im
Okular eines Axioskop 2 Plus Mikroskops (Carl Zeiss, Jena). Gezahlt wurden bei
200facher VergroRerung alle Zellen mit mehr als drei Zellkernen, die vollstéandig
innerhalb der Zahlkammer lagen. Neugebildeter Knochen ging nicht in die Bewertung
mit ein. Die Gesamtzahl der Fremdkdrperriesenzellen wurde durch den dazugehdrigen
Oberflacheninhalt dividiert. So konnte eine Durchschnittszahl von

Fremdkdrperriesenzellen/mm? berechnet werden.
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Abbildung 9: Technik zur Bestimmung der Anzahl der Fremdkdrperriesenzellen bei Langsschnitten aus
dem Schaftbereich. Innerhalb einer netzférmigen ZzZahlkammerstruktur wurden zwischen der
Implantatoberflache (Stern) und dem koritkalen Knochen (Pfeil) alle Zellen mit mehr als drei Zellkernen
erfasst. Nur Kastchen, die in Génze innerhalb des Knochenmarkraums lagen und keinen Kontakt zur
Implantatoberflache oder koritkalem Knochen hatten, wurden berticksichtigt.

2.4.4 Statistische Berechnungen zur Histomorphometrie

Es erfolgte eine deskriptive Darstellung der Knochenneubildungen und des Knochen-
Implantatkontaktes, wobei diese jeweils unterteilt nach Schnitt,
Untersuchungszeitpunkt und Behandlungsmethode beurteilt wurden. Es wurde, in
Anlehnung Rammelt et al. (2006), die Normalverteilung angenommen, da eine eigene
Beurteilung der Verteilungsform bei dem recht kleinen Stichprobenumfang nicht
madglich war. Mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse und paarweisen Kontrasten
wurden die Unterschiede zwischen den zwei Untersuchungszeitpunkten bzw. den
unterschiedlichen Behandlungsmethoden verifiziert. Es handelt sich um eine
explorative Datenanalyse. Im Ergebnisteil werden die Irrtumswahrscheinlichkeiten ftr
den Fehler der 1. Art im Ergebnisteil mit ,p“ angeben. Eine statistische Signifikanz
wurde bei p-Wert < 0,05 angenommen.

Fur die statistische Auswertung der Anzahl der Riesenzellen fehlte die

Normalverteilung der einzelnen Parameter. Beim Testen der Nullhypothese, dass kein
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Unterschied zwischen den jeweiligen Beschichtungen bezogen auf den betrachteten
Testparameter besteht, wurde der Kruskall-Wallis-H-Test und der korrespondierende
Mehrfachgleichstest angewendet. Die p-Werte wurden mit SPSS fir Windows (Version
12.0; SPSS Inc., Chicago, USA) bestimmt. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert <

0,05 angenommen.

2.5 Histologische Auswertung

Die Schnitte wurden an einem Stereomikroskop Stemi SV 11® (Carl Zeiss
Mikroskopie, Jena) histologisch ausgewertet. In die Beurteilung gingen die jeweils mit
HE und Toluidinblau gefarbten Schliffe der distalen und proximalen Ebene, sowie des

Tibiaschaftes ein.

Um die Biokompatibilitat und das Einwachsverhalten der beschichteten Drahte
beurteilen zu konnen, wurden verschiedene histopathologische Kriterien zugrunde

gelegt.

Zur Beurteilung der histologischen Préaparate wurde vor allem auf folgende Phdnomene
besonderes Augenmerk gelegt:

e Ab- und Umbauvorgéange am Knochen

e Beurteilung der Menge des neu gebildeten Knochens

e Bildung spongidser Knochensequester

o Beschaffenheit der Mikrostruktur der Kortikalis, die zum Beispiel durch die
Morphologie der Haversschen Kanéle, dem Vorhandensein von Kittlinien
oder der Aufhebung der lamellaren Knochenschichtung gepragt sein kann

¢ Vorkommen reaktiver Knochenumbildungsvorgangen des Peri- und Endosts

e Osteolysen

e Lakunenbildung

o Vorkommen oder Fehlen von Osteozyten in den Lakunen der
Knochenbdlkchen.

e Vorkommen von Makrophagen, Fremdkorperriesenzellen und
polymorphkernigen Granulozyten im Markraum als Zeichen einer
ablaufenden Fremdkdorperreaktion

e Existenz von Odemen und Nekroseherden sowie Granulationsherden im
Binnenraum des Knochenmarkkanals, aber auch Zeichen der Regeneration
und Blutbildung
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Bestreben das Implantat mit Knochen zu umwachsen und ob ein direkter
Kontakt zwischen Knochen und Implantat vorhanden ist; zusatzlich wurde
die Entstehung einer bindegewebigen Hiille um das Implantat herum sowie
deren Qualitat beurteilt.

Beurteilung der Gesamtintegration des Implantates hinsichtlich der
knochernen ,UmschlieBung” des Implantates mit Knochen bzw. der
fehlenden Integration ausgedriickt durch die Bildung einer bindegewebigen

Hulle in direkter Nachbarschaft zum Implantat.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Studie mit vier Wochen Implantationsdauer

Es wurden fir diesen Teil des Versuchs 12 — pro Gruppe sechs — Tiere operiert.

Intraoperativ ergaben sich keinerlei

Komplikationen. Alle Tiere Uberlebten den

Beobachtungszeitraum und gingen in die Ergebnisauswertung mit ein.

3.1.1 Histomorphometrische Ergebnisse

3.1.1.1 Knochenneubildung

Im Vergleich aller drei untersuchten Regionen kam es zu keinem signifikanten

Unterschied in der Rate an Knochenneubildung zwischen der reinen HA und der HA-

Gentamicin-Beschichtung (Tab. 3). Auffallig war, dass es in beiden Gruppen relativ

grol3e Unterschiede in der Knochenneubildungsrate bezogen auf die unterschiedlichen

anatomischen Bereiche der Tibia der gleichen Beschichtung gab. In der proximalen

Metaphyse und im Tibiaschaft war der gro3te Anteil an neu gebildetem Knochen in der

Gruppe der HA-Beschichtung zu verzeichnen, jedoch ohne statitische Signifikanz.

Hingegen wurde im Bereich der distalen Diaphyse die hdchste — auch hier ohne

statistisch signifikante Unterschiede - prozentuale Knochenneubildungsrate in der HA-

Gentamicin-Gruppe erreicht. Desweiteren fiel eine relativ hohe Standardabweichung

auf.

Knochenneubildung der ROI

(%)
HA 0,79 £1,07
Proximale Metaphyse HA-Gentamicin 0,42 + 0,48
HA 3,97 £ 3,73
Schaftbereich HA-Gentamicin 3,056+1,34
HA 0,59 + 0,68
Distale Metaphyse HA-Gentamicin 7,33+12,3

Tabelle 3: Darstellung der prozentualen Knochenneubildungsrate der verschiedenen Beschichtungen in
Abhéngigkeit von der Schnittebene Bezogen auf die ROI von 4mm? bzw. 1,49 mm? nach vier Wochen.
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3.1.1.2 Implantat-Knochen-Kontakt

Der groRRere Anteil an neu gebildetem Knochen mit direktem Implantat-Kontakt zeigte
sich in der HA-Gentamicin Gruppe. Jedoch zeigte sich auch hier keine statistische

Signifikanz und es ergaben sich auch relativ hohe Standardabweichungen (Tab. 4)

Knochenneubildung an der
Oberflache des Implantates
in % der Implantatlange

HA 7,89 +6,8
Schaftbereich HA-Gentamicin 11,0+ 7,38

Tabelle 4: Angabe des prozentualen Anteils des neu gebildeten Knochens mit direktem Kontakt zum
Implantat nach vier Wochen

3.1.1.3 Anzahl der Riesenzellen

Zur Quantifizierung der fiur eine Fremdkorperreaktion sprechenden Riesenzellen
wurden die Langsschliffe aller Beschichtungen ausgewertet. Die Angabe erfolgt in
Anzahl/mm?  Auch hier lagen zwischen den einzelnen Beschichtungen keine
signifikanten Unterschiede vor. In der HA-Gruppe waren durchschnittlich 3,33
Riesenzellen pro mm? zu verzeichnen, in der Kombination mit Gentamicin waren es

5,58. Auch kam es zu recht hohen Standardabweichungen (Tab. 5).

Anzahl der
Riesenzellen/mm?
HA 33 +£2,36
Schaftbereich HA-Gentamicin 5,68 £+6,11

Tab 5: Angabe der Anzahl der Riesenzellen im Bereich der ROl im L&ngsschliff in Zellen/mm?® nach 4
Wochen.

3.1.2 Histologische Ergebnisse

Die Darstellung der histologischen Ergebnisse erfolgt getrennt nach den einzelnen
Beschichtungstypen. Im Folgenden werden die HA- und die HA-Gentamicin-
Beschichtung einander gegenuber gestellt, um den Einfluss des Gentamicins auf die

Knochenneubildung zu beurteilen.
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3.1.2.1 HA-Beschichtung

Von allen Tieren dieser Gruppe konnten verwendbare Préaparate hergestellt werden.
Alle zeigen sowohl eine Reaktion des Knochens als auch des Knochenmarks auf die

Implantation des K-Drahtes.

Ak'

Abb. 10: Detail der distalen Diaphyse bei einem HA-Implantat nach vier Wochen Standzeit. Endostale
Knochenneubildungen (Pfeil) und Erweiterung der Haversschen Kanale in der Kortikalis (Pfeilkopf);
ddematisierte Areale im Knochenmark (Doppelpfeil). HE.

Abbildung 11: Distale Diaphyse nach vier Wochen Standzeit bei einem HA-Implantat. Die neugebildeten
Balkchen bestehen aus Lamellen- und Geflechtknochen. Sie ziehen vom Endost in Richtung des
Implantates (Pfeil), ein direkter Kontakt besteht jedoch nicht. Die von Knochen ausgesparte Zirkumferenz
des Implantates ist von ddematisiertem KM umgeben. Die Kortikalis zeigt Mineralisierungsstérungen. HE.

Bei allen Tieren fiel eine Reaktion des Peri- und Endosts in Form einer Neubildung von
Knochen auf (Abb. 11). Dieser Knochen wuchs in parallel zueinander liegenden
Saulen, die senkrecht zur urspriinglichen Tibiaoberflache stehen. Diesen kndchernen

Strukturen sind Osteoblasten angelagert. Qualitativ zeigte dies eine Spannbreite von
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nur geringen Reaktionen bis hin zu Knochenneubildungen, die sich tber die gesamte

Oberflache des Querschnittes der Tibia zogen.

Die Kortikalis zeigt bei finf der sechs Tiere stark erweiterte Haverssche Kandle, bei
denen zudem manifeste ,Remodelling®“-Aktivitaten in Form von Knochenneubildungen
in Richtung auf deren Lumina stattfanden. Einige der Tiere zeigen Kkortikale
Mineralisierungsstorungen (Abb. 10 und 11).

Imm

Abbildung 12: Tibiaschaft nach 4 Wochen Standzeit eines mit HA beschichteten Implantates. Diskrete
Knochenneubildungen am oberen und unteren Implantatrand (Pfeil).

Vier der Tiere zeigten Knochenneubildungsprozesse entlang der Oberflache des
Endosts. Bei drei Tieren erreichten die endostalen Knochenneubildungen schlief3lich
auch das Implantat. (Abb.12) Bei diesen Tieren stand der Knochen dann direkt mit
dem Implantat in Verbindung. Wobei auch hier die Spannbreite von einem nur
punktférmigen Kontakt bis hin zu einem in seiner Strecke langeren reichte. Es konnten
Osteoblastenschichten auf diesen neu gebildeten Knochenbélkchen nachgewiesen
werden. Teilweise befand sie sich noch im Stadium des Geflechtknochens, andere
Teile waren aber auch schon in Lamellenknochen Ubergegangen. Bei drei der Tiere
war die endostale Oberflache von tiefen Einbuchtungen in die Kortikalis hinein
durchsetzt. (Abb. 11 und 13)

Bei keinem der Tiere war ausschlief3lich ein regelrechtes blutbildendes Knochenmark

aufzufinden, bei allen fanden sich Anzeichen einer Fremdkoérper-assoziierten

Entzindungsreaktion.
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Sie zeigten alle Markraumddeme und finf von ihnen wiesen zusatzlich nekrotische
Herde auf. Fremdkorperriesenzellen waren in den Préparaten von drei Tieren und
polymorphkernige Granulozyten bei einem Tier zu finden. (Abb. 14)

Abb. 13: Ubersicht der distalen Diaphyse. Die neugebildeten Bélkchen bestehen aus Lamellenknochen
und Herden von Geflechtknochen. Die von Knochen ausgesparte Zirkumferenz des Implantates ist von
6dematisiertem KM umgeben. Die endostale Oberflache von tiefen Einbuchtungen in die Kortikalis hinein
durchsetzt (Pfeil). Touluidinblau.

Abb. 14: Detail der distalen Diaphyse, HA-Beschichtung, vier Wochen Versuchsdauer. Mehrkernige
Riesenzellen (Pfeil) in nekrotischen Knochenmarkarealen. HE.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der HA-Gruppe nach vier Wochen
Standzeit nur eine geringe Knochenneubildungsrate verzeichnet werden konnte. Vor
allem im Bereich der proximalen und der distalen Metaphyse kam es nur zu wenig neu
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gebildetem Knochen. Etwas mehr neuer Knochen entstand im Schaftbereich, dieser

nahm jedoch nur wenig Kontakt mit dem Implantat auf.

Von einer knéchernen Integration des Implantates kann jedoch hier nicht gesprochen
werden. Die trabekularen Strukturen des jungen Knochens gingen vom dem Implantat
benachbarten Endost aus und verliefen mit Ausrichtung auf das Implantat. Es handelte

sich groRtenteils um Geflechtknochen.

Abbildung 15: Detail der distalen Diaphyse bei mit HA beschichtetem Implantat nach vier Wochen
wenige endostale Knochenneubildungen (Pfeil); ddematisierte Areale liegen im Knochenmark (Pfeilkopf).
Teilweise besteht eine Markraumfibrose. Intaktes hdmatopoetisch aktives Mark ist nur in kleinen Bezirken
zu beobachten. HE;

Das Knochenmark zeigte Bereiche mit intakter Hamatopoese und unauffélligen
Fettzellen. Zusétzlich gab es jedoch auch Regionen, in denen die Fettzellen 6dematds
aufgetrieben oder nekrotisch waren. Hier lagen auch héaufig Konglomerate aus
mehrkernigen Riesenzellen zur Phagozytose des nekrotischen Materials. Die Kortikalis
wies, wie bereits oben beschrieben, teilweise Mineralisierungsstorungen auf. Sie zeigte
eine Erweiterung der Haversschen Kanale und von hier ausgehenden Remodelling-
Bestrebungen durch Neubildung von Knochen. Auch das benachbarte Periost zeigte

sich mancherorts reaktiv.

3.1.2.2 HA-Gentamicin-Beschichtung

Wie auch in der Gruppe der Tiere mit dem nur mit HA beschichteten Implantat waren in
allen Préparaten Reaktionen des Periosts vorhanden. Zwei der Tiere wiesen in ihrer

Kortikalis dunne, mosaikartig verlaufende Kittlinien auf, die durch schubartigen,
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herdférmigen Knochenumbau entstehen. Alle Préaparate zeigten Erweiterungen und
zentrifugal wachsende Knochenneubildungen der kortikalen Haversschen Kanale.

Mineralisierungsstorungen fielen bei finf Tieren auf.

Abbildung 16: Ubersicht der proximalen Diaphyse, 4 Wochen Beobachtungsdauer, Beschichtung des
Implantates: HA-Gentamicin. Die inselférmigen, heller tingierten Areale in der Kortikalis spiegeln
Mineralisierungsstérungen wieder (Pfeil). HE.

Abbildung 17: Detailansicht der neugebildeten Knochenbéalkchen (Pfeil) im Bereich der distalen Diaphyse
bei einem Implantat mit HA-Gentamicin-Beschichtung und einem Beobachtungszeitraum von 4 Wochen.
Auch hier zeigen die heller tingierten Areale die Mineralisierungsstérungen (Pfeilkopf). HE; Obj. 20

Knochenneubildungen entlang der endostalen Oberflache fanden sich bei vier Tieren.
Die Knochenneubildungen stellten Kontakt zwischen Implantat und Endost bei zwei

Tieren her. Direkter Kontakt von Knochen und Implantat war bei vier Tieren zu finden.

Im Knochenmark aller Tiere lagen nekrotische Herde. Ein Markraumddem zeigte

jedoch nur eines der Tiere, wahrend andere Tiere 6dematisierte Areale in ihrem
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Knochenmark zeigten. Fremdkoérperriesenzellen fanden sich und polymorphkernige
Granulozyten im Mark mehrerer Tiere.

Abbildung 18: Detailansicht der markraumnahen Kortikalis. HA-Gentamicin-Implantat, nach 4 Wochen.
Durch osteoklastéare Aktivitdten hervor gerufene kndcherne Substanzverluste (Pfeil), die mit faserreichem
Bindegewebe aufgefillt sind. Toluidinblau;

Abb. 19: Detailaufnahme des Knochenmarks im Bereich der proximalen Diaphyse. Nekrotisches
Knochenmark mit polymorphkernigen Granulozyten.HE.

In der Zusammenschau kam es auch in dieser Gruppe zu keiner kndchernen
Integration des Implantates. Lediglich im Bereich der distalen Metaphyse kam es zu
einer gewissen Menge an neu gebildetem Knochen, welcher auch hier seinen
Ursprung im Endost hatte und in Richtung des Implantates wuchs. Auch hier handelte
es sich zumeist um Geflechtknochen.
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Das Knochenmark gestaltete sich ahnlich wie bei den Tieren, bei denen ein reines mit
HA beschichtetes Implantat verwendet wurde. Es zeigten sich Odeme, Nekrosen und

Fremdkorperriesenzellen neben intaktem hamatopoetischen Knochenmark.

Abb. 20: Detail der distalen Diaphyse. Implantatassoziierte Knochenneubildungen im Stadium des
Geflechtknochens (Pfeil). Das Knochemark ist grof3tenteils nekrotisch. HE.

In dieser Gruppe zeigten sich ebenfalls Mineralisierungssstorungen der Kortikalis und
durch osteoklastare Aktivitat entstandene Lakunen. Der grof3te Teil der Kortikalis war

jedoch intakt.

3.1.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der 4-Wochen-Studie

In den Auswertungen der Histomorphometrie konnte bei keinem der betrachteten
Parameter ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen
Gruppen gefunden werden. Die Histomorphometrie zeigt in allen Gruppen eine
dezente Rate an Knochenneubildung, jedoch mit leichten regionalen Unterschieden.
Tendenziell war am meisten Knochen bei Implantaten mit HA-Gentamicin-
Beschichtung gebildet worden — mit Ausnahme der proximalen Metaphyse — und auch
der Knochen-Implantat-Kontakt war in der HA-Gentamicin-Gruppe am starksten. Es
bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Anzahl der
Fremdkorperriesenzellen. In allen Gruppen waren Nekrose- oder 6dematischen Areale
als Zeichen einer Fremdkorperreaktion zu sehen. Zusammengefasst kam es zu keinen
signifikanten Unterschieden durch die Gentamicin-Zusatzbeschichtung im Vergleich

zum HA-Kontrollimplantat.
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3.2 Studie mit 12 Wochen Implantationsdauer

Dieser verlangerte Beobachtungszeitraum von 12 Wochen wurde gewahlt, um weitere
Kenntnisse Uber die weitere Knochenneubildung, Implantatintegration und vor allem
auch die Knochenmarksreaktionen zu gewinnen. Neben den Gruppen HA und HA-
Gentamicin  wurde zusatzlich ein unbeschichteter K-Draht als Kontrollgruppe
verwendet. Fir jeden Beschichtungstyp wurden neun Tiere und somit insgesamt 27
Kaninchen operiert. In jeder der Gruppen verstarb eines der Tiere vor Ablauf des

Untersuchungszeitraumes an einer akuten Durchfallerkrankung.

3.2.1 Histomorphometrische Ergebnisse

3.2.1.1 Knochenneubildung

Nach zwolf Wochen Standzeit zeigten sich in den beiden Gruppen — HA und HA-
Gentamicin — deutlich hohere prozentuale Wachstumsraten als in den
korrespondierenden Gruppen nach vier Wochen Standzeit. Aufféllig ist an dieser Stelle,
dass die anteilsmaRig groRRte Osteogenese einheitlich bei beiden Gruppen in der
proximalen Schnittebene auftrat. Ebenso wie bei den histomorphometrischen
Untersuchungen nach vier Wochen Standzeit ergaben sich recht hohe

Standardabweichungen aller Gruppen.

Sowohl die HA- als auch die HA-Gentamicin-Beschichtung zeigten in allen Ebenen
eine hohere Rate an Knochenneubildung als die unbeschichteten K-Drahte. Zu
signifikanten Unterschieden kam es dabei jedoch nur bei dem Vergleich des HA
beschichteten K-Draht im Bereich der distalen Metaphyse mit dem unbeschichteten K-
Draht (p=0,04). Hingegen wies die HA-Gentamicin-Gruppe in diesem Bereich eine
deutlich niedrigere Rate an neu gebildetem Knochen auf im Vergleich zum HA-
Implantat. Der Unterschied zu der HA-Beschichtung besal? mit einem p=0,05 nahezu
statistische Signifikanz. Bei den anderen Schnittebenen wurde eine &ahnlich

Knochenneubildungsrate erreicht, wie mit einer alleinigen HA-Beschichtung.

Resultierend aus diesen Beobachtungen zeigt sich, dass die
Knochenneubildungstendenz der Implantate mit Gentamicinbeschichtung keinen
signifikanten Unterschied zu der der gentamicinfreien, ausschlie@lich mit HA

beschichteten K-Drahte bietet. Dennoch war die Rate an Knochenneubildungen stets
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geringer. Vor allem im Bereich der distalen Metaphyse wurde mit p=0,05 fast ein
signifikanter Unterschied erreicht.

Knochenneubildung der ROI

(%)
Proximale Metaphyse Unbeschichteter K-Draht 9,31 £8,12
HA 35,8 +22,0
HA-Gentamicin 27,3+17,3
Schaftbereich Unbeschichteter K-Draht 1,50 £ 2,50
HA 12,2+123
HA-Gentamicin 7,45 + 4,97
Distale Metaphyse Unbeschichteter K-Draht 4,03 +4,30
HA 25,4 +14,0*
HA-Gentamicin 4,36 + 2,65

*p < 0,05 gegenlber
dem unbeschichteten
K-Draht
Tabelle 6: Darstellung der prozentualen Knochenneubildungsrate der verschiedenen Beschichtungen in
Abhéngigkeit von der Schnittebene Bezogen auf die ROI von 4mm? bzw. 1,49 mm?nach 12 Wochen.

3.2.1.2 Implantat-Knochen-Kontakt

Sowohl die alleinige HA-Beschichtung als auch die in Kombination mit Gentamicin
erreichten einen langstreckigeren Knochen-Implantat-Kontakt als der unbeschichtete
K-Draht. Die HA-Beschichtung erreichte sogar Werte mit einer statistischen Signifikanz
von p=0,04 gegenuber dem K-Draht. Die HA-Gentamicin-Gruppe lag wiederum — nicht
signifikant — unter den Werten der HA-Gruppe. Auch in dieser Untersuchung kam es zu

recht hohen Standardabweichungen.

Knochenneubildung an der
Oberflache des Implantates
in % der Implantatlange

Unbeschichteter 5,28 +9,2
Schaftbereich K-Draht
HA 33.8+12,8*
HA-Gentamicin 24,7 +£19,0

*p < 0,05 gegenlber
dem unbeschichteten
K-Draht
Tabelle 7: Angabe des prozentualen Anteils des neu gebildeten Knochens mit direktem Kontakt zum
Implantat nach 12 Wochen.
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3.2.1.3 Anzahl der Riesenzellen

Fremdkorperriesenzellen zeigten sich bei allen Schliffen dieser Beobachtungsreihe.
Ebenso wie in der 4-Wochen-Studie kam es nicht zu signifikant unterschiedlichen
Ergebnissen der einzelnen Gruppen und die Standardabweichungen waren relativ
hoch. Das geringste Vorkommen von Fremdkérperriesenzellen lag bei dem
unbeschichteten K-Draht vor, jedoch — wie erwahnt — ohne statistisch signifikante

Unterschiede.

Anzahl der
Riesenzellen/mm?
Unbeschichteter K-Draht 1,25 +1,59
Schaftbereich HA 2,93 +1,52
HA-Gentamicin 3,12 +1,06

Tabelle 8: Angabe der Anzahl der Riesenzellen im Bereich der ROl im Langsschliff in Zellen/mm?, 12
Wochen Standzeit.

3.2.2 Histologische Ergebnisse

3.2.2.1 Unbeschichtete K-Drahte

Nach Implantation des unbeschichteten K-Drahtes zeigten sich vom Endost
ausgehende schmale trabekuldre Knochenstrukturen, die einen nur punktuellen
Kontakt zum Implantat aufnahmen. Die Zirkumferenz des Implantates war zum gréf3ten
Teil von einer bindegewebigen Schicht umgeben (Abb. 17).

Im Knochenmark zeigten sich Nekroseareale und Fremdkorperriesenzellen als Hinweis
auf eine ablaufende Fremdkorperreaktion. Die Kortikalis war von Kittlinien durchzogen,
die Lumina der Haversschen Kandle auf unterschiedliche Durchmesser erweitert. Die
Innenseite  der Lakunen zeigte sich von Osteoidsaumen ausgekleidet.
Zusammenfassend sind diese Vorgénge als Zeichen eines intensiven Remaodellings zu

werten.
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Abb. 21: VergroRerung der distalen Diaphyse. Die Knochenlamelle (Pfeil) weist keinen direkten Kontakt
zum Implantat auf. Das Knochenmark ist durchsetzt von regenerativen Prozessen. HE.

3.2.2.2 HA-Beschichtung

Die Knochenneubildungsprozesse nach Implantation der HA-beschichteten K-Drahte
waren intensiver im Vergleich zu den unbeschichteten Dréhten. In den proximalen
Abschnitten umgaben breite Knochenmanschetten die Zirkumferenz der Implantate
(Abb. 22). In den mittleren Diaphysenabschnitten legten sich oftmals schmale
Knochenbélkchen dem Implantat an. Distal manifestierten sich hingegen selten
Knochenneubildungsprozesse. Der Kontakt zwischen dem Implantat und dem neu
gebildeten Knochen war Uber weite Strecken eng. Der neu gebildete Knochen zog vom
Endost aus zum Implantat und Uberbriickte so stellenweise den Markraum. Er war von

mit Osteoblasten belegten Osteoidsaumen bedeckt.

Bei einigen der Tiere waren unmineralisierte Bereiche im jungen Knochen zu

verzeichnen.
Das Knochenmark erschien strukturell weitgehend intakt. Einige Nekroseherde und

Fremdkoérperreaktionen schienen Implantat-assoziiert in dessen Nachbarschaft zu

liegen.

57



ERGEBNISSE

Abbildung 22: Die HA-implantatassoziierte Knochenneubildung besteht Uberwiegend aus
Geflechtknochen. Der Draht ist zu 80% knéchern umbaut. HE.

Abbildung 23a: Querschnitt der proximalen Metaphyse. Hier zeigt sich eine zirkulare, starke
Knochenbildung um das Implantat herum. Hierbei gehen intakte Knochentrabekel in Richtung auf das
Implantat.
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Abb. 23b: DetailvergréRerung der distalen Diaphyse. Neugebildeter Knochen dréangt in die
Zwischenraume der unregelm&nRig gestalteten Implantatoberflaiche (Pfeil). Die Osteoidbildung erfolgt in
Richtung auf das Implantat. Toluidinblau.

Die StrukturunregelméRigkeiten der Kortikalis, wie sie bei den unbeschichteten

Implantaten auftraten, wurden in dieser Gruppe kaum beobachtet.

Zusammenfassend betrachtet weisen die histologischen Ergebnisse auf eine gute
Biokompatibilitat der HA-Beschichtung hin und bestatigen die osteokonduktiven

Eigenschaften von HA-Matrices.

3.2.2.3 HA-Gentamicin-Beschichtung

Neu gebildeter Knochen umspannte zumeist in den proximalen und mittleren
Diaphysenabschnitten die Zirkumferenz der Implantate. Dieser war strukturell intakt
und nahm in unterschiedlicher Auspragung punktuell oder flachenhaft Kontakt mit dem
Implantat auf. (Abb. 24, 25 und 26)

Dort, wo das Implantat nicht in direkter Beziehung zum Knochen stand, wurde es von

einem schmalen Saum aus Bindegewebe umschlossen. Bei dieser Beschichtung

zeigten sich auch im distalen Tibiaanteil dem Implantat aufliegender Knochen.
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Abb 24: VergrolRerung aus der mittleren Diaphyse. Strukturell intakter Lamellenknochen steht in
unmittelbarem Materialkontakt (Pfeil). Die Implantat-assoziierte Oberflache des Knochens ist durch
Remodelling gekennzeichnet.

Abb. 25: Die mittlere Diaphyse. Neugebildeter Knochen umschlie3t grof3e Teile des Implantates und
nimmt engen Kontakt auf. Toluidinblau.
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Abb. 26: Ubersicht der proximalen Diaphyse. Neugebildete Balkchen aus Lamellenknochen tiberbriicken
eine weite Wegstrecke im Markraum (Pfeil) und umschlieBen zu ca. 50% die Zirkumferenz des
Implantates. Das Knochenmark ist strukturell intakt. HE.

Abbildung 27a: Detail aus der proximalen Diaphyse mit Knochenbéalkchen und zellreichem Knochenmark.
HE. b: VergréRBerung. Ein artifizieller Spaltraum trennt die den neugebildeten Knochen von der
Implantatoberflache. HE.

Moderat ausgepragte Fremdkorperreaktionen waren bei drei Tieren zu beobachten.
Obwohl das Knochenmark weitgehend strukturell intakt war, konnte man bei der
Uberwiegenden Anzahl der Tiere nekrotische Bezirke abgrenzen. Jedoch konnten bei

61



ERGEBNISSE

der Mehrzahl der Tiere keine Fremdkorperriesenzellen gefunden werden. Weitgehende
Bezirke des Knochenmarkes waren mit samtlichen Stufen der H&amatopoese
ausgekleidet. Die zuvor beschriebenen Nekroseareale boten in ihrer GréRe und

Auspragen ein dhnliches Bild wie die der unbeschichteten K-Drahte.

3.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der 12-Wochen-Studie

Nach zwolf Wochen Beobachtungsdauer waren die Implantate weitgehend kndchern
integriert. Der neu gebildete Knochen zeigte eine intakte Mikrostruktur und
Osteoblastenaktivitéat. Es bestand grof3tenteils ein direkter Kontakt zwischen Knochen
und Implantat, wobei dieser stellenweise nicht nur punktuell, sondern auch flachenhaft
war.

Die Markraume wiesen in der Mehrzahl flachenhaft intakte Bereiche auf. Odeme waren
nicht mehr zu beobachten. Jedoch traten in allen Gruppen umschriebene Nekrosen
und Fremdkoérperriesenzellen auf.

Die Irritationen des Periosts, die nach vierwdchiger Standzeit noch prominent waren,
waren vollstdndig abgeklungen. Die Lumina der Haversschen Kanale waren
stellenweise immer noch deutlich erweitert. Bei den Individuen der Gruppen HA und
HA-Gentamicin war Osteoidexpression zu erkennen, im Gegensatz zu der Gruppe mit
den unbeschichteten Implantaten. Das Endost zeigte bei allen Tieren der Gruppen HA-
beschichteten K-Dréhte und des unbeschichteten Drahtes
Knochenneubildungprozesse und angelagerte Osteoblasten. Bei den Individuen in der

Kombination mit Gentamicin fehlte dieses Bild lediglich bei zwei Tieren.
Waren bei der HA-Gentamicin-Gruppe nach vier Wochen Standzeit noch

Mineralisierungsstorungen zu erkennen, so waren diese nach einer zwoélfwdchigen

Liegedauer abgeklungen.
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4 DISKUSSION

Jahrlich werden in Europa etwa 500.000 Huftprothesen implantiert (Breusch et.al.,
2000), wobei der Anteil hiervon in Deutschland 135.000 betrégt. Wie bereits eingangs
erwahnt, kommt es bei 0,5% bis 2% der Primarimplantationsoperationen zu einer
Infektion der Prothesen (Geipel und Herrmann, 2005). Die Infektionsgefahr erhéht sich
bei Revisionseingriffen, z.B. nach aseptischer Prothesenlockerung oder vor allem nach
vorbestehender  Protheseninfektion (Hanssen und Rand, 1999). Eine
Protheseninfektion macht eine aufwéndige und fur den Patienten oftmals belastende
Therapie notwendig. Sculco (1993) bezifferte die Kosten im Falle der Infektion einer
Totalendoprothese auf 50.000 US$ pro Fall. Dies unterstreicht die Bedeutung einer

effektiven Infektionsprophylaxe auch in der zementfreien Endoprothetik.

4.1 Lokale Antibiotikaprophylaxe bei Endoprothesen

Da die systemische prophylaktische Gabe von Antibiotika in vielen klinischen Studien
eine Reduktion von Protheseninfektionen zeigen konnte, ist sie zum Standard in der
endoprothetischen Chirurgie geworden (Engesaeter et al., 2003; Hanssen et al., 1997,
Marcelscu und Osmon, 2005; Ruchholtz et al., 2004). Als Standardantibiotikum wird
hierfir Cephazolin verwendet, da es die notwendigen Voraussetzungen wie ein breites
Wirkspektrum, eine lange Halbwertszeit, eine gute Vertraglichkeit und eine gute
Weichteil- und Knochenpenetration erfillt (Marcelscu und Osmon, 2005). Cephazolin
sollite am Operationstag viermal i. v. appliziert werden. Eine postoperative
Verlangerung der Antibiotikagabe fihrt zu keiner Reduktion der Infektionsrate

(Engesaeter et al., 2003).

Die lokale Antibiotikaprophylaxe in der Endoprothetik wird in der internationalen
Literatur jedoch noch immer kontrovers diskutiert (van de Belt et al., 2001). In Europa
ist die Kombination aus systemischer Prophylaxe und mit Antibiotika-beladenem
Knochenzement bereits akzeptiert (Lindgren, 2001). Im Gegensatz hierzu wird in den
USA die Verwendung von Antibiotika-Knochenzement zur Infektionsprophylaxe bei
Primarimplantationsoperationen abgelehnt (Hanssen und Osmon, 1999; Jiranek et al.,
2006).

Joseffson und Kolmert (1993) zeigten in einer randomisierten prospektiven Studie mit

einem Kollektiv von 1688 Patienten eine signifikante Reduktion der Infektionen bei der
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Prim&roperation, wenn Antibiotika-beladener Zement — im Gegensatz Antibiotika-
freiem Zement — verwendet wurde. Nach weiteren funf Jahren konnte keine statistisch
signifikante Differenz mehr gezeigt werden. Chiu et al. (2002) fuhrten eine klinische
Studie an 340 Patienten mit primaren Knieendoprothesen durch. Bei keinem der
Patienten in der Antibiotika-Knochenzement-Gruppe trat eine Infektion auf, im
Gegensatz zu 31 % in dem Kollektiv mit der alleinigen systemischen
Antibiotikaprophylaxe, was einem statistisch signifikantem Unterschied entspricht.
Beide Gruppen erhielten dieselbe Kombination aus systemischer und oraler Antibiose

aus Gentamicin und Cephazolin Gber 7 Tage.

Eine Analyse des Norwegischen Hiuftprothesenregisters mit mehr als 22.000 primar
operierten Huftprothesen konnte ebenfalls eine signifikante Infektreduktion und ein
statistisch signifikant langeres Uberleben der Prothese unter Einsatz eines mit
Antibiotika vermischten Knochenzements zeigen. Zu dem gleichen Ergebnis kamen

Malchau et al. (1993) in einer weiteren retrospektiven Studie aus Skandinavien.

Zusammenfassend kann aus den vorliegen Daten ein signifikanter Nutzen der
Verwendung von Antibiotika-beladenem Knochenzement gefolgert werden. Um die
Kosten der Folgetherapien und die Belastung fur den Patienten durch eine
Protheseninfektion zu senken, sollte die Entwicklung der lokalen Antibiotikaprophylaxe

auch im Bereich der zementfreien Endoprothetik vorangetrieben werden.

4.2 Antimikrobielle Beschichtungen fir zementfreie Endoprothesen

Voraussetzung fur die Beschichtung einer Prothese mit Antibiotika ist neben der
antimikrobiellen Wirksamkeit, dass die kntcherne Integration der Prothese nicht
verschlechtert wird. Deshalb wird die Kombination mit einer Grundbeschichtung zur

kndchernen Integration bevorzugt.

In Frage kommt beispielsweise eine Beschichtung mit Hydroxylapatit als Basis, dessen
positiver Einfluss auf die knécherne Integration eines Implantates bereits beschrieben
wurde. In diesem Zusammenhang muss das Beschichtungsverfahren betrachtet
werden. HA wird meist mittels des sog. Plasma-Spray-Verfahren auf die
Prothesenoberflache aufgebracht. Hierbei kommt es zu einer hohen Hitzeentwicklung.

Deshalb ist das zeitgleiche Aufbringen biologisch aktiver Substanzen nicht mdglich, da
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diese durch die hohen Temperaturen inaktiviert werden (Stigter et al., 2004). Aus

diesem Grund sind Verfahren mit niedrigen Temperaturen notwendig.

1997 wurde von Radin et al. erstmals ein Verfahren zur Vancomycin-Beschichtung
durch das Eintauchen von mit Keramik beschichteten Titan-Testkorpern in eine
Vancomycin-Losung beschrieben. Durch einen elektrophoretischen
Abscheidungsprozess mit einer abschlieRenden Sinterung bei 900° wurde eine
Calcium-Phosphat-Schicht mit einer Dicke von 50-80 ym auf das Titan aufgebracht.
Diese Testkorper wurden dann fir 6-24 Stunden in eine Vancomycin-Losung bei 37° C
eingetaucht. Somit wurden die hohen Temperaturen des Plasma-Spray-Coatings
umgangen. Jedoch zeigte das Antibiotikum bei diesem Verfahren nur eine Wirksamkeit
von 24 Stunden. Diese Zeit konnte durch Hinzunahme einer Lipidschicht auf 72
Stunden verlangert werden. Jedoch ist durch diese zusétzliche Lipidschicht eine

Reduktion der osteokonduktiven Eigenschaften zu erwarten (Stigter et al., 2004).

Stigter et al. (2004) entwickelten eine weitere Mdoglichkeit des ,biomimetischen
Coatings. Es wurde eine Co-Prazipitation mit einer Tobramycin-Calcium-Phophat-
Losung auf Calcium-Phophat-beschichtete Titan-Implantate mit einem Tobramycin-
Gehalt von 0-800 mg/l fur 48 Stunden bei 37° C durchgefuhrt. Der Vorteil der Co-
Prazipitation von Tobramycin und Calcium-Phosphat wurde gezeigt, da hier eine
zehnmal héhere Konzentration von Tobramycin erreicht werden konnte. Stigter et al.
untersuchten zudem das Freisetzungsverhalten weitere Antibiotika, wobei alle
getesteten Substanzen bei den Freisetzungsversuchen im Inhibitionstest gegen

Staphylococcus aureus wirksam waren.

4.3 Verwendetes Tiermodell

Die Auswahl der Versuchstiere richtet sich nach der Fragestellung der Arbeit und der
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen. In der vorliegenden Arbeit wurden
die Materialien Kaninchen der Rasse New Zealand White Rabbit implantiert. Das
Kaninchen wurde bereits haufig als Modell eingesetzt, wenn es um die Erprobung von
Knochenersatzmaterialien- oder —implantaten, sowie von lokalen Antbiotikumtragern
ging (Nikulin und Ljubovic, 1956; Bahn, 1962; Dahners und Funderburk, 1987). Hieraus
resultiert auch der Vorteil, dass die Moglichkeit besteht, die eigenen Ergebnisse mit
denen anderer zu vergleichen. Die Tatsache, dass Kaninchen in ihrer Unterbringung

und Haltung unproblematisch sind, ist ein weiterer Vorteil dieser Tiere. Die
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Korpergrol3e dieser Tiere ermoglichte es, die K-Dréahte in die Markhohlen der Tibiae
einzubringen, ohne dass technische Schwierigkeiten oder Gefahren fir die Tiere
bestanden. Die Laufstélle ermdglichten den Tieren eine gewisse Bewegungsfreiheit
und stellten somit eine artgerechte Haltung dar. Zudem konnte so die Belastung der
operierten Gliedmalf3en der Kaninchen beobachtet werden, wodurch der postoperative
Verlauf gut dokumentiert werden konnte. Die Standardisierung des Futters schloss
eine weitere Fehlerquelle aus. Da die Tiere bereits zwei Wochen vor Versuchsbeginn
eingestallt wurden konnten sie sich in ihre Umgebung eingewdhnen und zugleich

konnte in dieser Zeit die Gesundheit der Tiere festgestellt werden.

Andere Versuchsmodelle beinhalten haufig die Verwendung einer Markraumbohrung
vor intramedullarer Implantation der Testkorper. Hierbei entsteht Hitze, welche zu
Gewebsnekrosen und damit zu einer Zerstérung des osteogenen Potentials fiihren
kann. Aus diesem Grunde wurde in dieser Arbeit der Markraum der Tibia manuell mit
einem Pfriem eroffnet, wobei es zu keiner derartigen Hitzeentwicklung kam. Da die 2,0
mm K-Dr&hte problemlos in die praformierte tibiale Markhohle hineinpassten kam es zu
keiner Fraktur, so dass stabile Verhéltnisse vorherrschten und die Tiere die Extremitéat
voll belasten und der Integrationsprozess des Implantates beginnen konnte. Dabei
handelt es sich um ein Modell ohne Belastung der Implantate, da es zu einer
biomechansichen Kraftapplikation auf die K-Dréhte kommt. Dies muss bei der

Interpretation der Ergebnisse berticksichtigt werden.

4.4 Nachteile von Antibiotikabeschichtungen

Der groRte Anteil der vorliegenden Studien beziglich einer lokalen
Antibiotikaprophylaxe liegt fir mit Antibiotika beladenen PMMA-Zement vor. Allergische
Reaktionen werden in der Literatur nicht beschrieben, dementsprechend scheint kein

Risiko fur die Entwicklung einer solchen zu bestehen.

Besonders die Entwicklung von Resistenzen wird als potentielle Gefahr bei der
Verwendung einer lokalen Antibiotikaprophylaxe angesehen. Urséchlich sollen hierfar
subinhibitorische Konzentrationen des Antibiotikums am Wirkort sein (Kendall et al.,
1995; Kendall et al., 1996; Neut et al., 2003; Ramage et al., 2003 Thomes et al., 2002;
van de Belt et al, 2001). Bereits 1980 wurde von Wahlig und Dingeldein die
Freisetzungskinetik von verschiedenen Kombinationen aus Antibiotika mit PMMA-

Knochenzementen. Als am besten zeigte sich die Verwendung von 0,5 g Gentamicin
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pro 34 g Palacos R. Am ersten Tag wurde die héchste Konzentration mit 110 ug/ml
erreicht. 3-8 % des Gentamicins wurden innerhalb der ersten zehn Tage frei gesetzt.

Danach ist also noch ein grol3er Teil des Antibiotikums vorhanden.

Ein klinischer Fallbericht von Neut et al. (2003) zeigte, dass bei einer 5 Jahre lang in
situ verbliebenen Septopal-Gentamicin-PMMA-Kette auch nach mehreren Jahren
geringe und damit subinhibitorische Mengen an Gentamicin freigesetzt werden. Diese
Septopal-Gentamicin-Kette war auf3erdem durch gentamicinresistente Staphylokokken
besiedelt. Diese prolongierte Freisetzung von Gentamicin konnte zudem mit dem
Aufreteten von sog. ,small colony variants* von Staphylococcus aureus in Verbindung
gebracht werden. Diese sind fahig, intrazellular z.B. in Endothelzellen zu persistieren

und Reinfektionen zu verursachen (von Eiff et al., 1998).

Von dem Vorkommen einer prolongierten Gentamicin-Elution mit daraus resultierenden
subinhibitorischen Leveln muss auch bei der Verwendung von PMMA-Knochenzement
ausgegangen werden (Thomes et al., 2002). Hinzukommt, dass die Oberflache des
PMMA-Zement auch unter Hinzugabe von Antibiotikum ein guter Nahrboden fur Keime
ist. In vitro konnte eine abnehmende Empfanglichkeit der Bakterien fir Antibiotika nach
Adhésion auf der PMMA-Zement-Oberflache gezeigt werden (Arciola et al., 2002).

Thomes et al. (2002) entwickelten ein Tiermodell, in dem sie subkutan PMMA-
Knochenzementproben applizierten und diese bakteriell mit Staphylococcus
epidermidis kontaminierten. Dem PMMA-Zement war zum Teil Gentamicin
beigemischt. Sie untersuchten hierbei einerseits das nachfolgende Auftreten von
Infektionen und andererseits den Anteil von gentamicinresistenten Keimen im Falle
einer Infektion. In der Gentamicin-PMMA-Gruppe kam es zu einer niedrigeren
Infektionsrate (41% vs. 73%), allerdings war in dieser Gruppe auch ein signifikant

hoherer Anteil Gentamicin-resistenter Keime zu finden (78% vs, 19%, p < 0,01).

Die Ergebnisse klinischer Studien sind in diesem Zusammenhang nicht eindeutig.
Schon 1989 konnte gezeigt werden, dass besonders bei Protheseninfektionen mit
Staphylococcus epidermids eine Resistenzentwicklung gegen das aus dem PMMA-
Knochenzement freigesetztem Antibiotikum zu beobachten ist (Hope et al., 1989). Bei
88% der Keime zeigte sich eine Gentamicin-Resistenz nach Verwendung von
Gentamicin-Knochenzement im Rahmen der Erstimplantation der Prothese im

Gegensatz von nur 16% beim Einsatz von Antibiotika-freiem Zement.
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Hope et al (1989) fanden in einer Untersuchung von Patienten mit infizierten
Huftprothesen in mehreren Féllen eine Infektion, welche durch mehrere Stamme von
Koagulase-negativen Staphylokokken gleichzeitig verursacht wurde. Es bestand ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Verwendung von Gentamicin-

haltigem Knochenzement und nachfolgender Gentamicin-Resistenz.

Auch in der Arbeit von Rafin et al. (2006) sind Koagulase-negative Staphylokokken die
vorherrschenden Erreger einer tiefen Protheseninfektion. Die Autoren folgern, dass
Resistenzen gegen das fur gewohnlich als Antibiotikaprophylaxe verwandte
Gentamicin sich deutlich erhdhen konnten. Sie empfehlen die Beimischung von
Fusidinsdure oder Erythromicin zum Gentamicin-haltigen Zement, um eine breitere

antibiotische Abschirmung im Falle einer Revisionsoperation zu erreichen.

Im Gegensatz hierzu konnten Anguita-Alonso et al. (2005) in einer Studie an 93
Patienten mit einer Protheseninfektion keine signifikante Erhdhung der
Resistenzentwicklung gegentiber Gentamicin bzw. Tobramycin durch deren jeweilige
Verwendung bei der Prim&rimplantation festgestellt werden. Allerdings wurde eine
relativ hohe Rate - 41% bzw. 66% - an Resistenzen gegeniiber Gentamicin bzw.
Tobramycin Uber alle Protheseninfekte hinweg beschrieben. Es bestand jedoch kein
signifikanter Unterschied, ob zuvor ein antibiotikahaltiger Zement verwendet wurde

oder nicht.

Vor allem die prolongierte Freisetzung von Antibiotika aus dem PMMA-Zement wird fir
das Auftreten von Resistenzen verantwortlich gemacht (Kendall et al., 1995; Kendall et
al., 1996; Neut et al., 2003; Ramage et al., 2003 Thomes et al., 2002; van de Belt et
al., 2001).

Allerdings weisen die Freisetzungskinetik der Gentamicin-Beschichtungen fir
zementfreie Endoprothesen aus der vorliegenden Arbeit deutliche Unterschiede auf
gegeniuber denjenigen von Antibiotika-PMMA-Zement. Bei der untersuchen
Gentamicin-HA-Beschichtung wird innerhalb von 12 bzw. 24 Stunden ein Anteil von
95% bzw. 99% des gesamten Gentamicins frei gesetzt. Hieraus kann man folgern,
dass durch die initiale hohe Freisetzung des Antibiotikums die spéatere, prolongierte
Freisetzung mit subinhibitorischen Spiegeln verhindert wird. Theoretisch wird somit die

Resistenzentwicklung nicht begunstigt.
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Jedoch liegen derzeit diesbeziglich noch keine nédheren Erkenntnisse vor Dies sollte
allerdings Gegenstand kinftiger sowohl experimenteller als auch klinischer

Untersuchungen sein.

Eine potentielle Toxizitat wird ebenfalls als Risiko einer lokalen Antibiotikaprophylaxe
diskutiert. Jedoch konnten Wahlig und Dingeldein schon 1980 die Wahrscheinlichkeit
des Entstehens systemischer Komplikationen als gering einstufen. Es sind keine Félle
systemischer Reaktion nach Verwendung von Antibiotika-Zement publiziert (Jiranek et
al., 2006). Es kann also von einem systemisch unbedenklichen Einsatz einer lokalen

Antibiotika-Prophylaxe ausgegangen werden.

Damit beschrankt sich die Toxizitatsgefahr auf die lokale Umgebung im direkten
Umfeld des freigesetzten Antibiotikums, die im Folgenden vor dem Hintergrund der
Ergebnisse der Knochenneubildung, Implantatintegration und dem Auftreten von

Fremdkorperriesenzellen in der vorliegenden Arbeit diskutiert werden sollen.

4.5 Knochenneubildung und Biokompatibilitat der HA-Gentamicin-

Beschichtung

Beziuglich der lokalen Toxizitat aufgrund einer Verwendung von Antibiotika-
Knochenzement gibt es aus klinischer Sicht keine Hinweise. Hingegen existieren
mehrere in vitro Untersuchungen, bei denen ein negativer Effekt verschiedener

Antibiotika auf die Osteoblasten- und Osteozyten-Funktion beschrieben wurde.

Ince, Schitze, Hendrich et al. haben 2007 die Wirkung von Gentamicin auf fetale
Osteoblasten und endotheliale Zellen unter dem Aspekt des Vergleichs mit
Polyhexaniden untersucht, da diese eine begrenzte bakterielle Toleranzentwicklung
und ein breites Wirkungsspektrum aufweisen. Im Gegensatz zu diesen zeigte hoch
dosiertes Gentamicin jedoch keinen negativen Einfluss auf die fetalen Osteoblasten
oder die Anzahl und Vitalitat der endothelialen Zellen. Die Untersuchungen von Chang
et al. (2006) zeigten hingegen Hemmung der Proliferation und Differenzierung von
menschlichen mesenchymalen Stammzellen, sowie die Beeintrachtigung des
Heilungsprozesses von Knochen unter hohen Dosen Gentamicins von 100 pg/ml und
200 pg/ml. Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen Ince, Schiitze, Karl et al. (2006) im
Rahmen einer anderen in vitro Studie mit einer C2C12 Zelllinie, welche sich
nachweislich und reproduzierbar zu Osteoblasten differenzieren. Auch hier zeigte sich,

bei lokaler Anwendung hoher Dosen mit einer Konzentration von 200-800 pg/ml
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Gentamicin eine reduzierte Zell-Vitalitat und Aktivitat der alkalischen Phosphatase. Es
kam jedoch zu keiner Reduktion der Zellzahl oder Verminderung der Expression von
osteogenen Genen. Hingegen sehen Ince, Schitze und Karl (2006) die Vitalitat und
Aktivitat der osteogenen Zellen in vivo als essenziell fur die Knochenneubildung und

den Heilungsprozess nach einem Trauma oder einer Prothesen-Implantation an.

Neben diesen in vitro Studien existieren nur wenige tierexperimentelle Arbeiten Uber
das Zusammenspiel von Antibiotika und knéchernen Prozessen. Haleem et al. (2004)
untersuchten die Frakturheilung von Ratten nach systemischer Gabe von Gentamicin
und Vancomycin. Es wurde 7 Tage nach einer geschlossenen Frakturierung des
Rattenfemurs 1,5 mg/kg Koérpergewicht Gentamicin und 25 mg/kg Kdorpergewicht
Vancomycin uUber insgesamt drei Wochen verabreicht. Die Serumspiegel lagen bei 4,5
pHg/ml Gentamicin bzw. 35,1 pg/ml Vancomycin. Es zeigte sich kein negativer Effekt auf
die Frakturheilung nach einer Beobachtungszeit von insgesamt 4 Wochen im Vergleich
zu der antibiotikafreien Gruppe. Dasselbe Studienprotokoll zeigte hingegen eine
deutliche Stérung der Frakturheilungsvorgange nach systemischer Verabreichung von
Antibiotika der Chinolon-Gruppe (Levofloxacin, Trovofloxacin und Ciprofloxacin)
(Huddleston et al., 2000; Perry et al., 2003).

Die zuvor dargestellten Arbeiten beziehen sich auf die Vorgange der Frakturheilung,
weshalb die Beobachtungen nur schwerlich auf die Vorgange des kndchernen
Einwachsverhaltens in der zementfreien Endoprothetik Ubertragen werden kénnen.
Arbeiten  bezlglich der Knochenneubildung bzw. Implantatintegration im
Zusammenhang mit zementfreien Endoprothesen sind in der Literatur zur Zeit noch

nicht zu finden.

In der vorliegenden Studie zeigten die Gentamicin-HA-Beschichtung weder nach 4

noch nach 12 Wochen statistisch signifikante Unterschiede bei der
Knochenneubildung, beim Knochen-Implantat-Kontakt und bei der Anzahl von
Fremdkorperriesenzellen im Knochenmark im Vergleich zu Gentamicin-freien HA-
Beschichtungen. Trotzdem konnte bei der zusétzlichen Gentamicin-Beschichtung
sowohl in der 4- als auch in der 12-Wochen-Gruppe tendentiell eine geringere
Knochenneubildung und ein geringerer Knochen-Implantat-Kontakts als bei der
Antibiotika-freien Gruppe festgestellt werden. Fast Signifikanzniveau mit p=0,05 wurde
beziglich der Knochenneubildung im Bereich der distalen Metaphyse im Vergleich der

HA- mit der HA-Gentamicin-Beschichtung erreicht.
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In der vorliegenden Studie zeigen detailhistologisch die Praparate aller Gruppen vom
Periost ausgehende Knochenneubildungen nach vier Wochen. Es verlaufen
mosaikartige Kittlinien innerhalb der Kortikalis und Knochenneubildungen innerhalb der
Haversschen Kanale, welche auf Schibe herdférmigen Knochenumbaus hinweisen
und im Sinne von Remodelingaktivitdten verstanden werden kdnnen. Vom Endost aus
in Richtung der Implantate verlaufende Knochenneubildung ist Hinweis auf die
osteokonduktive Potenz der Beschichtung, teilweise zeigt sich auch direkter
Materialkontakt oder sogar das Bestreben, das Material vollstandig zu umwachsen.
Quantitativ ahneln sich die Ergebnisse nach vier Wochen Standzeit zwischen der
Gruppe mit der alleinigen Hydroxylapatitbeschichtung und jener in Kombination mit
Gentamicin. Etwas unterschiedlich sind die vor allem in der HA-Gentamicin-Gruppe
auftretenden Mineralisierungsstérungen innerhalb der Knochenmatrix. Diese wurden
jedoch, nach einer Standzeit von zwolf Wochen durch Osteoblastentatigkeit
kompensiert. Nach 12 Wochen zeigt sich weitgehend strukturell intakter Knochen,

welcher Kontakt zum Implantat aufnimmit.

Zusammenfassend zeigten sich in der vorliegenden Studie keine signifikanten
Differenzen zwischen den HA-Gentamicin- und den HA-beschichteten K-Dréhten.
Jedoch war ein negativer Trend bei der Knochenneubildung durch die Gentamicin-
Beschichtung auszumachen. Die Ursachen hierfir kbnnen viele Urspriinge haben und

konnen mit der vorliegenden Arbeit nicht abschliel3end geklart werden.

Die Nephro- und Ototoxititat durch Gentamicin ist durch eine endozytotische
intrazellulare Aufnahme des Molekills Uber den sog. Megalin-Rezeptor vermittelt
(Moestrup et al., 1995; Schmitz et al., 2002). Dieser Rezeptor wird jedoch nicht im
Knochen exprimiert (Lundgren et al., 1997). Diese rezeptorvermittelte, intrazellulare
Aufnahme ist also vermutlich nicht Ursache fur die in dieser Studie beobachtete
Tendenz in der Stoérung der Knochenneubildung und Implantatintegration. Eine
lysosmale Akkumulation wird als weiterer Mechanismus fir die Toxizitat von
Aminoglykosiden wird diskutiert (Servais et al., 2005). Hierbei kommt es zu
lysosomalen Rupturen und damit zu einer intrazelluaren Uberladung der Zelle mit
Gentamicin. Es folgt die Apoptose der Zelle (Silverblatt und Kuehn, 1979; Tulkens und
van Hoof, 1980). In der Literatur sind ebenfalls Hinweise fur eine Mitochondrien- oder
eine Uber den extrazellularen Calcium-Rezeptorvermittelte Apotose der Zelle durch
Aminoglykoside (Davey et al., 1970; Ward et al., 2005).
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Abschlie3end ist die molekulare Genese der tendenziell gestdrten Knochenneubildung
durch die vorliegende Studie nicht zu Kklaren. Diesbeziglich wurden keine
Untersuchungen durchgefuhrt. Interessant ist dabei die Tatsache, dass der potentiell
toxische Effekt des Gentamicins durch eine auf 24 Stunden beschréankte Freisetzung
des Antibiotikums entstehen muss, da wahrend dieser Zeit bereits 98% des Wirkstoffes
am Ort des Geschehens freigesetzt werden. Eine prolongierte Freisetzung Uber
mehrere Wochen hinweg, die zu einem ,chronischen® Negativeffekt auf die
Knochenzellen fiihren kdnnte, kann hiermit ausgeschlossen werden. Die Wirkstoffe der
tragergebundenen Antibiotika werden in hohen Konzentrationen lokal am Ort der
Infektion freigesetzt und erzeugen keinen toxischen Serumspiegel. Hierbei liegen die
Dosen weit Uber den minimalen Hemmkonzentrationen und minimalen bakteriziden

Konzentrationen der gangigsten Erreger von Knocheninfekten.

Die sich bei den Vier-Wochen-Tieren aufzeigenden Entzindungsreaktionen im
Markraum, welche sich durch Odeme, Fremdkorperriesenzellen und Nekrosezonen
darstellen, stehen nach zwdlf Wochen einem weitgehend intakten Knochenmark
gegeniiber. Es zeigen sich nur noch einzelne Nekrosezonen, Odeme lassen sich nicht
mehr finden. Somit kann man die Entziindungsreaktionen nach vier Wochen als
Ubergangsphase zwischen Fremdkorper-assoziierter Entziindungsreaktion und
knocherner Regeneration interpretieren. Zudem liegt auf Grund der Bestrebung des
Endost, die Implantate kndchern zu integrieren, die Annahme einer osteokonduktiven
Potenz der Beschichtungen nahe. Die HA-Gruppe und die HA-Gentamicin-Gruppe
zeigen quantitativ mehr Wachstum als nach vier Wochen Standzeit. Signifikant sind
jedoch nur die Unterschiede im Knochenwachstum zwischen HA und den
unbeschichteten K-Drahten der distalen und der Langsschliffen nach zwolf Wochen
Standzeit. Auch dieses deutet auf eine osteokonduktive Potenz zumindest der

Hydroxylapatitbeschichtung hin.

Im Bezug auf die Anzahl der Fremdkorperriesenzellen konnten keine statistisch
signifikanten Differenzen zwischen den Beschichtungsgruppen aufgezeigt werden. Es
kam zu einem Rickgang in allen Gruppen nach 12 Wochen im Vergleich zu den 4-
Wochen-Ergebnissen. In keiner der Gruppen zeigte sich eine statistisch signifikante
Reduktion. Allerdings waren in der Gruppe der unbeschichteten K-Dréahten nach 12
Wochen tendenziell weniger Riesenzellen zu verzeichnen. In allen Gruppen waren die
mehrkernigen Riesenzellen meist im nekrotischen bzw. 6dematésen Knochenmark zu
finden. Sie sind somit hochstwahrscheinlich als eine normale Reaktion auf das

Operationstrauma und die intramedullare Implantation des K-Drahtes zu werten, wie

72



DISKUSSION

sie in der Literatur beschrieben ist (Willert und Buchhorn, 1999). Zwischen HA und dem
Erscheinen von Fremdkdrperriesenzellen wurde eine Verbindung beschrieben
(Gottlander et al.,, 1997; Rgkkum et al., 2002). Fraglich verhindern von der
Beschichtungsoberflache freigesetzte HA-Partikel eine vollstandige Phagozytose und

I6sen so eine Fremdkorperreaktion aus (Gottlander et al., 1997).

Das chemisch hergestellte und das Hydroxylapatit des natirlichen Knochens
unterscheiden sich nach Stea et al. 1995 nicht voneinander. Dieses zeigt sich auch bei
der Implantation von Hydroxylapatit in Bindegewebe. Es entwickelte sich bei
subcutaner wie auch bei intramuskulérer Injektion um das HA herum eine Kapsel aus
Bindegewebe (Denissen 1980, Piecuch 1982, Drobeck 1984, Harvey 1985, Sun 1997).
Hochtemperaturbehandelte HA-Keramik unterscheidet sich im Prinzip nur durch die
Form und die Grol3e ihrer Kristalle vom biologischen Hydroxylapatit (Liebenddrfer und
Troster 1997). Eine gute Biokompatibilitdit des Hydroxylapatit nach Implantation in den
Knochen, ohne Ausbildung einer Entziindungsreaktion, wird beispielsweise in den
Versuchen von Rothstein et al. (1984), Tracy et al. (1984), Gumaer et al. (1986), Najjar
et al. (1991), Moroni et al. 1994 aufgezeigt. Fir gewohnlich zeigen sich auch keine
Fremdkoérper- oder AbstoRungsreaktionen (Chang et al. 1983, Renooij 1985).
Hydroxylapatit wird Gber Jahre im Organismus toleriert (Drobeck 1984, Gumaer 1986).
Norda et al. (2000) zeigten dieses bei einer Untersuchung mit 52 Patienten, denen ein
Bulbusersatz aus Hydroxylapatit 12 bis 41 Monate zuvor implantiert wurde. Es wurden
jedoch milde Entziindungsreaktionen im Markraum nach der HA-Implantation zeigten
sich jedoch bei Lehtinen et al. (1990). Diese waren hingegen nach sechs bis acht
Wochen abgeheilt. Auch bei Frame et al. (1987) konnten in der Umgebung dichter HA-
Keramiken einzelne Fremdkorperriesenzellen gefunden werden. Drobeck (1984)
zeigte, dass in einigen der Falle nach der Implantation einige isoliert liegende
Makrophagen in Implantatndhe gefunden wurden. Wenn dieses jedoch geschah, so

wurde sie nicht klinisch manifest, sondern war nur histologisch nachweisbar.

4.6 Ausblick

Auf Grund der sich verdndernden Bevolkerungsstruktur mit der steigenden
Lebenserwartung wird sich die Anzahl der notwendigen Endoprothesen in den
westlichen Industrienationen stetig erhdhen (Bundesinstitut fur Bevolkerungsforschung,
2007; Kurtz et al., 2005). Wegen der Konsequenzen eines periprothetischen Infektes

muss auf eine optimale Infektionsprophylaxe Wert gelegt werden. Die systemische
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Antibiotikaprophylaxe ist bereits etabliert. Additiv scheint jedoch auch in der
zementfreien Endoprothetik wie in der zementierten Technik eine lokale Prophylaxe
sinnvoll. Bei der Beladung von Knochenzement mit Antibiotika liegen bereits
umfassende und klinische Erfahrungen vor. Auf dieser Basis werden nun auf Versuche
beziuglich der zementfreien Technik durchgefihrt. Die ersten Ergebnisse einer
Gentamicin-Beschichtung beziglich antimikrobieller Wirksamkeit und
Knocheneinwachsverhalten wurden in der hier vorliegenden Arbeit vorgestellt. Die
Ergebnisse zeigen die Mdglichkeit der Verbesserung der Infektionsprophylaxe durch
eine Beschichtung des Implantates mit Gentamicin. Jedoch muss auf der anderen
Seite die Auswirkung einer Beschichtung auf die kndcherne Intergration betrachtet
werden. Dieses Zusammenspiel zwischen verbesserter Infektionsprophylaxe und
ungestorter Knochenintegration wird die Herausforderung fiir die Forschung in diesem
Gebiet bleiben.

In der Gesamtheit werden zementfreie Endoprothesen in Zukunft nicht mehr nur als
biomechanische Implantate sein, sondern zugleich als Tragersubstanzen dienen, um
die Infektionsprophylaxe und die kndcherne Integration zu verbessern. Hierbei geht es
um eine ,Biologisierung“ oder ,Biofunktionalisierung des Implantates®. Es werden
zusatzlich zu der etablierten HA-Beschichtung weitere Beschichtungstechnologien
nach entsprechender préklinischer und Klinischer Forschung in der zementfreien
Endoprothetik  etabliert ~ werden, die dazu beitragen  werden, die

Behandlungsergebnisse flr Patienten mit Gelenkendoprothesen zu verbessern.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das kndcherne Einwachsverhalten, die
Implantatintegration und die Biokompatibilitit von mit Hydroxylapatit bzw. mit
Hydroxylapatit und Gentamicin beschichteten, zementfreien Prothesen zu untersuchen.
K-Drahte mit diesen beiden Beschichtungen wurden in Kaninchentibiae eingebracht
und diese nach einer Versuchsdauer von 4 bzw. 12 Wochen untersucht. Fur die
vorliegende Studie wurden 39 Tiere operiert, wobei jeweils 6 Tiere fur die Gentamicin-
HA-Beschichtung und die HA-Beschichtung fur den 4-Wochen-Untersuchungszeitpunkt
verwendet wurden. In der Langzeitstudie mit einer Versuchsdauer von 12 Wochen
befanden sich jeweils 9 Tiere in den drei Untersuchungsgruppen: Gentamicin- HA-,
HA- bzw. unbeschichteter K-Draht-Gruppe. Jedem der Tiere wurde ein 2,0 mm
durchmessender Stahl-K-Draht mit der entsprechenden Beschichtung bzw.
unbeschichtet entsprechend der Randomisierungsliste in den Tibiamarkkanal
implantiert. Nach 4 und 12 Wochen wurden die Tiere euthanasiert, die Tibiae
entnommen und drei verschiedene anatomischen Regionen der Tibia (proximale
Metaphyse, Schaftbereich, distale Metaphyse) wurden beziglich Knochenneubildung,
direktem Knochen-Implantat-Kontakt und Anzahl von multinukledren Riesenzellen
semiquantitativ und qualitativ analysiert. Nach vier Wochen Standzeit zeigten sich in
den Untersuchungen zur Knochenneubildung und Biokompatibilitat
histomorphometrisch weder bei der Bestimmung der Knochenneubildungsrate noch
beim Knochen-Implantat-Kontakt oder bei der Anzahl der Riesenzellen im
Knochenmark statistisch signifikante Unterschiede zwischen der reinen HA- und der
Gentamicin-HA-Gruppe. In der Detailhistologie kam es ebenfalls zu keinen fassbaren
Unterschieden zwischen den einzelnen Gruppen, wobei jedoch in allen Gruppen
Knochenmarknekroseherde und auch eine gewisse Anzahl von
Fremdkérperriesenzellen zu verzeichnen waren.

Nach zwolf Wochen Standzeit zeigte sich in sowohl in der HA als auch in der HA-
Gentamicin-Gruppe eine deutlich hdhere Knochenneubildung als in den
korrespondierenden Gruppen nach vier Wochen. Die HA- und auch die HA-
Gentamicin-Beschichtung zeigten in allen Ebenen eine hohere Rate an
Knochenneubildung als die unbeschichteten K-Dréhte. Zu signifikanten Unterschieden
kam es dabei jedoch nur bei dem Vergleich des HA beschichteten K-Draht im Bereich
der distalen Metaphyse mit dem unbeschichteten K-Draht. Hingegen wies die HA-
Gentamicin-Gruppe in diesem Bereich eine deutlich niedrigere Rate an neu gebildetem
Knochen auf im Vergleich zum HA-Implantat. Der Unterschied zu der HA-Beschichtung

besalR mit einem p=0,05 nahezu statistische Signifikanz, aber statistisch signifikante
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Unterschiede zwischen der HA- und der HA-Gentamicin-Gruppe nach 12 Wochen
bestanden somit nicht. Die Anzahl der Fremdkorperriesenzellen war in allen Gruppen
deutlich ricklaufig und ohne statistische Signifikanz zwischen den Gruppen.

Resultierend aus diesen Beobachtungen kann gesagt werden, dass die
Knochenneubildungstendenz  und  Fremdkorperreaktion der Implantate  mit
Gentamicinbeschichtung keine signifikanten Unterschied zu der der gentamicinfreien,
ausschlieBlich mit HA beschichteten K-Dréhte aufweist und somit von einer guten

Biokompatibilitdt der Gentamicin-HA-Beschichtung ausgegangen werden kann.
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6 SUMMARY

The purpose of this study was the assessment of new bone formation, implant
integration and of the biocompatibility of gentamicin —HA coated K-wires in a rabbit
model.

In total, the study was conducted with 39 rabbits for two time points. For the 4-week
study 12 rabbits were randomly assigned to the gentamicin-HA or pure HA-coating
group. For the 12-week study, 27 animals were tested with a gentamicin-HA, HA or
uncoated K-wire, with 9 animals per group, respectively. A 2.0mm steel K-wire with the
respective coating was placed into the intramedullary canal of the tibia in the rats. After
the observation phase of 4 or 12 weeks, the tibiae were assessed. Three different
areas of the tibia, namely the proximal metaphysis, the shaft area and the distal
metaphysis were examined. The applied assessment criteria were quantitative and
gualitative histology for new bone formation, direct implant bone contact and formation
of multinucleated giant cells.

There were no statistically significant differences between the bone formation rate, the
direct bone-implant contact and the number of multinucleated giant cells between the
HA- and gentamicin-HA —groups after the initial four-weeks observation period. These
results were confirmed by detailed histological investigations on new bone formation
and biocompatibility of the gentamicin coatings. No major differences could be detected
and bone marrow necrosis and multinucleated giant cells could be found for all implant
type regions.

After 12 weeks, there was a strong enhancement of new bone formation in the HA- and
in the gentamicin-HA group compared to the 4-weeks results. Both HA and the
gentamicin-HA group showed higher new bone formation compared to the uncoated K-
wire- group. However, there was only a statistically significant difference in new bone
formation between the HA- and the uncoated implant group at the distal metaphysis.
There was a strong reduction in new bone formation in this area in the HA-gentamicin
group compared to the HA group which reached almost statistical significance
(p=0.05). However, there were no statistically significant differences in new bone
formation or direct implant-bone contact between the two groups. The number of
multinucleated giant cells decreased in all groups without any statistically significant
differences of the groups.

In conclusion, there was no statistically significant differences between the HA and the
gentamicin-HA group in bone formation, implant integration or in the number of giant

cells. Therefore, a good biocompatibility of the gentamicin-HA coating can be assumed.
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