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Einleitung

1. Einleitung

Knochendefekte sind haufig die Folge von Knochenzysten, Knochentumoren und
schwerwiegenden Trimmerfrakturen (Niedhart und Niethard 1998). Sie werden als
Knochendefekte kritischer GroRe bezeichnet, wenn sie aufgrund ihrer Ausdehnung nicht
mehr aus koérpereigener Kraft regenerieren koénnen. Wegen der mangelnden
Regenerationskapazitat dienen zur Defektaufflllung, zur Wiederherstellung der knéchernen
Architektur und der urspringlichen mechanischen Belastbarkeit des zerstérten

Skelettbereiches Knochentransplantate und Knochenersatzstoffe (Hartter et al. 1998).

Mit dem Ziel, eine schnellstmdgliche und zuverlassige Defektheilung zu erreichen, wurden
verschiedene Fullmaterialien in tierexperimentellen Studien Uberprift (Wippermann 1997;
Hartter et al. 1998; Schmitt et al. 1998; Knaak et al. 1999; Strau® 1999; Faldini et al. 2001;
Hauschild et al. 2001a; Blendinger 2002; Wenz 2002) und in der Veterinarmedizin bereits
erfolgreich am Patienten eingesetzt (Gerwing et al. 2001; Hauschild et al. 2001b). Mit der
Wahl des Implantates ist jeweils ein unterschiedliches Ausmall an Osteoinduktion,

Osteokonduktion und Vaskularisierung verknupft (Soldner und Herr 2001).

Seit Uber 50 Jahren wird die Transplantation autogener Spongiosa als der ,goldene
Standard“ zur Behandlung von Knochendefekten kritischer Grofie angesehen (Fleming et al.
2000; Hauschild et al. 2005). Als Vorteile bei der Verwendung autogenen Materials stehen
zum einen der Ausschluss einer moglichen Krankheitsibertragung auf den Empfanger und
zum anderen die Vermeidung einer Abstoflungsreaktion im Vordergrund. Die Gewinnung
autogener Spongiosa geht jedoch stets mit einem zusatzlichen Eingriff einher, der mit
Komplikationen wie Wundheilungsstérungen, Blutverlusten und Nervenirritationen verknupft
sein kann (Ylinen et al. 2002). Des Weiteren besteht aufgrund der geringen Patientengréfe
vor allem in der Veterinarmedizin bei der Entnahme von autologer Spongiosa haufig die

Problematik einer begrenzten Verflgbarkeit (Hartter et al. 1998).

Erganzend zu der Verwendung autologer Spongiosa stellt der Einsatz allogener
Knochentransplantate eine weitere Moglichkeit im Rahmen der Defektflllung dar. Neben
einer verzogerten Vaskularisierung von zwei bis drei Wochen und der Auslésung einer
immunologischen Abwehrreaktion (Harrter et al. 1998) birgt der Gebrauch von allogenem
Knochen auch die Gefahr der Ubertragung infektiésen Materials, z. B. im Rahmen von BSE
oder Leukose. Des Weiteren koinzidiert mit der Nutzung allogenen Materials eine
kostenintensive Vorbehandlung und die aufwendige Lagerung der Knochentransplantate in
der Knochenbank (Schnettler et al. 1998).

Als eine mogliche Alternative zu den genannten Substituten gelten xenogene Materialien.

Die der Verwendung vorausgegangene Sterilisation fuhrt zur Zerstérung von Zellen und

1



Einleitung

Wachstumsfaktoren und damit zu einer Verringerung der osteoinduktiven Potenz des
Implantatmaterials (Greenwald et al. 2006). AbstoBungsreaktionen des Empfangers
aufgrund antigen wirkender Strukturen kommen bei der Verwendung xenogener Materialien
ebenfalls in Betracht (Schnirer et al. 2003). Zusatzlich besteht, wie bei der Verwendung
allogener Transplantate, auch das Risiko einer Erregertbertragung auf den Empfanger
(Gurtler 1994; Center of Disease Control 1988; Center of Disease Control 1989).

Aufgrund der aufgeflihrten Nachteile bei der Transplantation von autogenem, allogenem
oder xenogenem Material werden zunehmend industriell gefertigte Knochenersatzmaterialien
favorisiert. Im Rahmen des Forschungsgebietes Tissue Engineering (Gewebezichtung)

unterliegen diese einer schnell fortschreitenden Entwicklung.

Neuere Therapiekonzepte zur Behandlung von Knochendefekten favorisieren zunehmend
die Kombination von Knochenersatzmaterialien mit Wachstumsfaktoren (Kilian et al. 2002).
Vor dem Hintergrund der Erkenntnis Uber die zentrale Rolle der Wachstumsfaktoren im Zuge
der Knochendefektheilung wurde in der vorliegenden Studie die biodegradierbare Matrix
(Ostim®) mit Wachstumsfaktoren, in Form von PRP (plattchenreiches Plasma), kombiniert
und in standardisierte Femurkondylendefekte im Bereich des patellaren Gleitlagers

implantiert.

Die fur diese Versuchszwecke verwendeten Minischweine wurden aufgrund mit dem
Menschen vergleichbaren Parametern in Bezug auf die Blutgerinnung und die
Knochenstruktur ausgewahlt (Schnettler et al. 1998). Der Untersuchungszeitpunkt von 20
Tagen post operationem wurde im Rahmen eines Pilotversuches festgelegt (Kilian et al.
2002).

Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, den Einfluss von Ostim® und von
Ostim® in Kombination mit PRP auf die Knochendefektheilung einschliellich der Formierung
des Granulationsgewebes sowie die Osseointegration des nanopartikularen Hydroxylapatits

alleine sowie in Kombination mit PRP zu untersuchen.

Die im Folgenden dargelegten Ergebnisse der Lichtmikroskopie basieren auf der Trenn-
Dinnschlifftechnik und der Immunhistochemie. Im Rahmen der Immunhistochemie wurden
mittels Kollagen I-Antikérpern die Knochenneubildungsprozesse visualisiert und quantifiziert.
Durch die Verwendung von a-smooth muscle actin (ASMA) — Antikdrpern erfolgte die
Detektion von ASMA-positiven Myofibroblasten des Granulationsgewebes und zudem deren

ultrastrukturelle Charakterisierung mittels Transmissionselektronenmikroskopie.
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2. Literaturubersicht
2.1 Knochendefekte — Ursachen und Therapiemoglichkeiten

Ossare Defekte haben unterschiedliche Ursachen. Zu unterscheiden sind angeborene,
erworbene und durch Operationen verursachte Knochendefekte (Schieker und Mutschler
2006). Knochendefekte entstehen nach der Entfernung von Knochenzysten und -tumoren
oder sind die Folge chronischer Osteomyelitiden (Hartter et al. 1998). Dartber hinaus flihren
Mehrfragment-, Trimmer-, Kompressions- und Berstungsbriiche zu umfangreichen
kndchernen Substanzdefekten, die ebenfalls in Folge von Pseudarthrosen, Infektionen und
Knochenfehlstellungen entstehen kdnnen (Tscherne und Regel 1996). In Abhangigkeit der
Ursache und Lokalisation ist die Behandlung der Defekte in den Spezialgebieten der
Orthopadie, Unfallchirurgie, Kieferchirurgie, Hals-Nasen-Ohren- sowie der Handchirurgie

angesiedelt.

Durch eine massive Zerstorung der knochernen Integritdt kommt es zu sogenannten
Defekten kritischer GroRe“ (critical size defects). Aufgrund der Defektgrofie ist eine
physiologische Knochendefektheilung mit ossarer Uberbriickung des Defektspaltes

auszuschlief3en (Schmitz und Hollinger 1986).

In der Regel fuhrt die Granulationsgewebebildung im Defektbereich zu einer verminderten
Stabilitdt verbunden mit einer reduzierten Belastbarkeit des betroffenen Knochens. Zur
Beschleunigung der knochernen Rekonstitution werden Biomaterialien therapeutisch zur

Unterstitzung der Heilung eingesetzt (Schieker et al. 2008).

Ca. 15 % aller Operationen am Skelettsystem des Menschen erfordern den Einsatz von
Knochenersatzstoffen (Wissenschaftlicher Beirat der Bundesarztekammer 1996). Als
mogliche Einsatzgebiete von Knochenersatzstoffen gelten vor allem gro3e Knochendefekte
bei Triummerfrakturen, die Fixation kleiner Knochensplitter bis zur Kallusbildung, die
Wiederherstellung der Knochenkontur nach Knochentumoroperationen, die Aufflllung von
Knochenzysten und die Beseitigung von Knochendefekten nach chronischer Osteomyelitis
(Hartter et al. 1998). Daneben stellen Arthrodesen und die Frakturpravention bei
Osteoporose (Niedhart und Niethard 1998) weitere mogliche Einsatzgebiete von

Knochenersatzmaterialien in der Humanmedizin dar.

Die Ursachen von Knochendefekten und die damit verbundenen Indikationen fur die
klinische Anwendung von Knochenersatzstoffen sind in der Veterindrmedizin nahezu
identisch. Vor allem wird in zunehmendem Malie von Patientenbesitzern bei der Diagnose
,Knochentumor” der Erhalt der betroffenen Extremitat gewiinscht. Die bisher in der Regel

durchgeflihrte Amputation der betroffenen Gliedmale stellt fir viele Patientenbesitzer nicht
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mehr das Mittel der Wahl dar (Liptak et al. 2006).

Die mit der Entstehung von Knochendefekten haufig einhergehende Problematik der
Destabilisierung des betroffenen Skelettabschnittes und darauf folgende Stérungen der
Knochenheilung lassen seit Jahren ein steigendes Interesse an der Erforschung und
Bereitstellung von Knochenersatzstoffen aufkeimen. Die progredient steigende Entwicklung
von Knochenersatzstoffen berlcksichtigt die flr einen effektiven Ersatzstoff notwendigen
Eigenschaften wie unbegrenzte Verfligbarkeit, mechanische Stabilitdt, Osteokonduktion und
Osteoinduktion (Niedhart und Niethard 1998).

2.2 Knochendefektheilung

Im Vergleich zu einer Vielzahl an Veréffentlichungen tber die Frakturheilung ist die Menge
an vorhandener Literatur zur Knochendefektheilung stark limitiert. Da sich die Vorgange
wahrend der sekundaren Frakturheilung als Modell fir die Defektheilung durchgesetzt

haben, soll im Folgenden naher auf die Frakturheilung eingegangen werden.

Es ist die primare von der sekundaren Frakturheilung zu unterschieden. Die primare
Frakturheilung erfolgt ohne Kallusbildung im Sinne einer Regeneration (Perren 1981) und
setzt voraus, dass eine Stabilitat der Knochenfragmente besteht. Der Frakturspalt wird unter
Gewahrleistung einer guten Vaskularisierung und einer konsequenten Ruhigstellung direkt

durch die Aktivitdt knochenbildender Osteoblasten Uberbrickt.

Die sekundare Frakturheilung tritt auf, wenn der Frakturspalt eine Grélke von einem
Millimeter Uberschreitet. Sie verlauft in drei aufeinander folgenden Phasen: Entzindung,

Reparatur und Remodeling (Cruess und Dumont 1975; Einhorn 2005).

Initial erfolgt die Entziindungsphase charakterisiert durch die Ablaufe der Angiogenese, der
Matrixproteinsynthese und der Resorption. Mesenchymale pluripotente Zellen migrieren in
die Frakturzone. Sie entstammen dem Periost, dem Endost, und dem Knochenmark als auch

dem umliegenden Gewebe (Yoo und Johnstone 1998).

Die zweite ,Phase der Reparatur” ist gepragt durch die Tatigkeit von spezialisierten Zellen
wie Fibroblasten, Chondroblasten und Osteoblasten, die fir die reparativen und
regenerativen Prozesse der Knochendefektheilung verantwortlich sind. In dieser
.Granulationsphase” setzen die Bildung und Proliferation des Granulationsgewebes sowie
die Formation des Primarkallus bereits nach wenigen Tagen um den Schaft eines jeden
Fragments ein (McKibbin 1978). Innerhalb eines Zeitraumes von drei bis vier Wochen ist die

bindegewebige Umwandlung des im Rahmen der Fraktur enstandenen Hamatoms
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vollzogen. Ebenso sind Osteoblasten und Chondroblasten in den Frakturbereich
eingewandert, und ein ,weicher” Kallus ist ausgebildet. Letztlich wird in dieser Phase der

Frakturbereich bindegewebig Uberbrickt.

Die im Bindegewebe des ,Granulationsgewebekallus® ubiquitar vorkommenden Fibroblasten
stellen eine hoch mitogene Zellart dar, die der Faserbildung dient und gleichzeitig zur

Synthese amorpher Grundsubstanz befahigt ist (Switzer und Summer 1971).

Neben der Prokollagensynthese der Fibroblasten steht die Produktion von interzellularer
Matrix bestehend aus Proteoglykanen, Glykoproteinen und interstitieller Flissigkeit im
Vordergrund, die unter anderem den Stoffaustausch und die mechanischen Eigenschaften
der Gewebe beeinflusst (Blsser 2004). Charakteristische morphologische Merkmale der

Fibroblasten sind irregulare zytoplasmatische Fortsatze und grof3e, ovale Zellkerne.

Im Granulationsgewebe, das sich wahrend der Wundheilung ausbildet, spielt ein
fibroblastenahnlicher Zelltyp, der ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Untersuchung im
Granulationsgewebe ossarer Defekte identifiziert werden konnte, eine zentrale Rolle. Es
handelt sich hierbei um Fibroblasten, die feinstrukturelle Ahnlichkeiten mit glatten
Muskelzellen aufweisen und als Myofibroblasten bezeichnet werden. Des Weiteren wird
dieser Zelltypus aufgrund seiner kontraktilen Eigenschaften als smooth-muscle like cell oder

als aktivierte smooth-muscle cell bezeichnet (Powell et al. 1999).

Die Myofibroblasten werden von einigen Autoren morphologisch und immunhistochemisch
anhand von den Zellen synthetisierter Proteine identifiziert und charakterisiert (Sappino et al.
1990; Schmitt-Graff et al. 1994).

Fibroblasten differenzieren sich unter Einfluss von Transforming Growth Factor-8 (TGF-[3)
und Platelet Derived Growth Factor (PDGF) (Kilian et al. 2002) zu den
wundheilungsrelevanten Myofibroblasten (Rubbia-Brandt et al. 1991; Serini und Gabbiani
1996; Powell et al. 1999). Neben PDGF und TGF[-1 scheinen auch Interleukin-4 (IL-4) und
Insulin like Growth Factor-2 (IGF-2) wichtige Faktoren bezilglich der Differenzierung von

Fibroblasten zu Myofibroblasten zu sein (Clouthier et al. 1997).

Als Konsequenz einer mittels Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF)
vermittelten Aktivierung von Entziindungszellen und Thrombozyten, synthetisieren diese
TGF-R1 (Khalil et al. 1989; Khalil et al. 1993; Xing et al. 1997). TGF-R1 aktiviert residente
Fibroblasten, welche zur Synthese eines dreidimensionalen extrazellularen Matrix (ECM)-
Gerustes befahigt sind, das extra domain A Fibronectin (ED-A FN) als wichtige induktive
Komponente der Myofibroblasten-Entstehung enthalt. Das Resultat ist eine

Myofibroblastenmodulation in Form einer gesteigerten «- smooth muscle actin Synthese
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(Abbildung 1).

Hinsichtlich des ECM-Proteins Fibronektin werden ED-A und ED-B Sequenzen
unterschieden, die beide wahrend der Wundheilung nachgewiesen werden kénnen. Im
Rahmen der Frihphase der Knochendefektheilung konnten Kilian et al. (2002) beide
Splicevarianten innerhalb der Granulationsgewebephase nachweisen. ED-A Fibronektin gilt
in diesem Zusammenhang als wichtiger Mediator bei der Myofibroblastendifferenzierung
(Kilian et al. 2002) und gleichzeitig als Marker flr aktives Granulationsgewebe (Kilian et al.
2008). ED-B Fibronektin wurde in hohen Konzentrationen in Osteoblasten nahe von
neugebildetem Geflechtknochen nachgewiesen. Diese Splicevariante ist spezifisch fur
Osteoid-synthetisierende Zellen (Kilian et al. 2008) und kann in der Frihphase der

Frakturheilung nachgewiesen werden (Kilian et al. 2005).

W Abbildung 1:
- @Iy Schematische
platelets
—— == S Darstellung der
' Fibroblast —
Myofibroblast

nach Serini und
Gabbiani 1999)

macrophages

a-smooth muscle
actin and myosin
expressing
myofibroblast

>

collagen Il

Der, durch Thrombozyten und Entziindungszellen freigesetzte TGF-B, aktiviert
residente Fibroblasten. Neben der Kollagensynthese kommt es zu einer Produktion von
ED-A Fibronektin, die mit der Differenzierung ASMA-positiver Myofibroblasten
koinzidiert. Die anschlieBende Synthese von ED-B Fibronektin und Kollagen lll spielt im

Rahmen der Knochendefektheilung eine entscheidende Rolle.

Modulation (modifiziert
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TGF-R1 qilt als direkter Induktor von Myofibroblasten-Phanotypen, da dieser Faktor in
residenten Fibroblasten die Fahigkeit zur Hochregulierung der a- smooth muscle actin
Synthese sowie der Kollagensynthese besitzt (Desmouliére et al. 1993; Ronnov-Jessen und
Petersen 1993).

In vitro bestatigt sich diese induktive Funktion fur alle drei Isoformen der TGF-B Familie
(TGF-R1-3). Kontrarerweise wurden in vivo unterschiedliche Rollen der drei TGF-R Isoformen
in der Myofibroblastenregulation festgestellt. TGF-R1 und -R2 induzierten hier eine
Myofibroblastenformation, wohingegen TGF-R3 eine down-Regulation der

Myofibroblastenformation nach sich zog (Serini und Gabbiani 1999).

Hinsichtlich ihrer entscheidenden Rolle wahrend der Wundheilung muss bei Myofibroblasten
neben der Produktion von Matrixmolekilen wie Kollagen, Glykosaminglykanen, Tenascin
und Fibronectin die Sekretion (Kilian et al. 2002) von inflammatorischen und nicht
inflammatorischen  Zytokinen sowie von Chemokinen, Wachstumsfaktoren und

Entziindungsmediatoren aufgefuhrt werden (Powell et al. 1999).

Tabelle 1: Ubersicht iiber die zahlreichen von Myofibroblasten synthetisierten Zytokine,

Wachstumsfaktoren und Entziindungsmediatoren.

Zytokine [I-1, IL-6, IL-10, TNFa

Wachstumsfaktoren TGF-B, GM-CSF, CSF-1, PDGF-AA, PDGF, bFGF, IGF-I, IGF-II,
NGF, KGF, HGF, SCF

Chemokine [I-8, MCP-1, GRO-1a, MIP-2, RANTES, ENA-78

Entziindungsmediatoren Phospholipase A2 aktivierendes Protein, PGE2, Prostacyclin,

HETEs, PAF, NO, CO, HyO5

IL: Interleukin; TNF-a: tumor necrosis factor-o; TGF-B: transforming growth factor-3; MCP-1:
monocyte  chemoattractant  protein-1; CSF-1:  colony-stimulating  factor 1; GM-SCF:
granulocyte/macrophage colony-stimulating factor; PDGF: platelet-derived growth factor; bFGF: basic
fibroblast growth factor; IGF: insuline-like growth factor; NGF: nerve growth factor; KGF: keratinocyte
growth factor; HGF: hepatocyte growth factor; SCF: stem cell factor; VEGF: vascular endothelial
growth factor; MIP: macrophage protein; RANTES: regulated, upon activation, normal T cell expressed
and secreted; GRO-1o: melanoma growth-stimulatory activity; HETEs: hydroxyeicosatetraenoic acids;
PAF: platelet activating factor; ENA-78: Epithelial Neutrophil ActivatingPeptide-78; NO: Stickoxid; CO:
Kohlenmonoxid; HoOo: Wasserstoffperoxid (Powell et al. 1999).
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Die Formation und Reparatur der ECM und die gleichzeitige Proliferation und Differenzierung
von Epithelien, Parenchym und Gefallen im Rahmen der Wundheilung wird ebenfalls
mafgeblich durch Myofibroblasten beeinflusst. Die Heilung wird zusétzlich durch die
kontraktile Eigenschaft der Zellen geférdert, die eine Wundverkleinerung bewirkt (Gabbiani et
al. 1972; Powell et al. 1999). Diese kontraktile Eigenschaft beruht auf einem im Vergleich zu
Fibroblasten erhdhten Anteil an polymerisiertem Aktin (Gabbiani 1998). Die Fahigkeit der
Myofibroblasten, Kalzium zu akkumulieren und abzusondern, stellt eine wichtige
Vorraussetzung der Kontraktilitat dar. Der damit verbundene zyklische Anstieg bzw. die
Abnahme der Kalziumkonzentration innerhalb der Zellen vermittelt die Aktin-
Myosinkontraktion (Furuya et al. 1997). Durch die die Myofibroblasten verbindenden gap
junctions werden die elektrischen Impulse innerhalb der Myofibroblastenpopulation
weitergeleitet und 16sen Kontraktion aus (Sanders 1996; Valentich et al. 1997; Kaneda et al.
1998).

Auf immunohistochemischer Ebene basiert die Myofibroblastendetektion auf Antikérper-
Reaktionen gegen zwei von drei Filamentsystemen der eukaryotischen Zelle (Iwasaki et al.
1987; Fuchs und Cleveland 1998). Das innerhalb der Myofibroblasten als Komponente der
Mikrofilamente in hohem Mall vorhandene a- smooth muscle actin wird im
Granulationsgewebe zeitlich begrenzt exprimiert und verkdrpert somit den wichtigsten

Zellmarker bei der Detektion von Myofibroblasten (Sappino et al. 1990).

Durch die mittels GM-CSF aktivierten Thrombozyten (Abbildung 1) und Makrophagen
kommt es zur Freisetzung von TGF-B1, welches seinerseits residente Fibroblasten zur
Synthese des EDA-FN enthaltenden ECM-Gertstes aktiviert. Die ED-A FN Synthese ist flr
die Induktion der einzelnen Myofibroblastendifferenzierung unerlasslich (Serini und Gabbiani
1999).

In der dritten und gleichzeitig terminalen Phase der Knochenheilung, in welcher der Kallus
die Stabilitat gewahrleistet, kommt es schliellich zum Remodeling, was den balancierten
Abbau von Knochen durch osteoklastare Resorption und den Neuaufbau durch
osteoblastare Formation beschreibt (Amling et al. 2001). Der entstandene Geflechtknochen
wird schlie8lich in lamellaren Knochen umgewandelt und die urspriingliche Architektur des

Knochens wieder erreicht.

Die fir den Knochenaufbau essentiellen, kuboidal geformten Osteoblasten differenzieren
sich aus mesenchymalen Stammzellen. Am Verlauf des bisher nicht bis ins Detail
erforschten Differenzierungsprozesses sind eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren und
Signalkaskaden beteiligt. Mit der Differenzierung zu Osteoblasten geht gleichzeitig die

Synthese von Knochenmatrixproteinen einher. Kollagen | ist hierbei ein in hohem Malle
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synthetisiertes Protein. Die Knochenmatrixproteine werden von den Osteoblasten als
Osteoid auf die Knochenoberflache sezerniert und spielen eine entscheidende Rolle bei der

Migration, der Proliferation und der Zelladhasion (Marks und Odgren 2002).

Prinzipiell ist Knochen zu einer Restitutio ad integrum befahigt (Braun und Ruter 1998), die
von einer Vielzahl von Faktoren abhangig ist. GroRen Einfluss auf den Verlauf der
Knochenheilung hat neben einer Vielzahl an Hormonen (Loffler und Petrides 1998; Case et
al. 2007) und Wachstumsfaktoren die Integritat des Periostes, das neben der nutritiven
Versorgung auch die Innervation des Knochens gewahrleistet (Eyre-Brook 1984). Daneben
wird die Regenerationsfahigkeit des Knochens maligeblich von der Blutversorgung
beeinflusst (Remedios 2002).

Eine Stérung der Knochenheilung tritt bei ca. 10-20 % der Frakturen auf (Haas 2000), die
sich meist in Form einer Pseudarthrose manifestiert. In diesen Fallen bleibt die Vereinigung
der Frakturenden Uber einen Zeitraum von Uber 8 Monaten aus (Runkel und Rommens
2000). Aufgrund ihrer osteogenen, osteoinduktiven und osteokonduktiven Eigenschaften gilt
bei der Therapie von Pseudarthrosen weiterhin die Transplantation autologer Spongiosa als
,goldener Standard” (Khan et al. 2005).

Die Gewinnung autologer Spongiosa ist vor allem in der Veterindrmedizin durch die haufig
geringe Grole der Patienten deutlich limitiert. Des Weiteren stellt in der Tiermedizin die
Problematik einer mangelnden Ruhigstellung der Patienten ein entscheidendes Kriterium bei
der Therapiewahl als auch fur den Heilungverlauf von Frakturen dar. Daher wurde bei der
Pseudarthrosenbehandlung von Hunden (n=9) und Katzen (n=2) auf den Einsatz autologer
Spongiosa verzichtet und stattdessen mit Knochenersatzstoffen therapiert. Sowohl im
frakturnahen wie auch im frakturfernen Bereich kam es nach der Therapie zu einem
Stillstand der osteolytischen Prozesse, einer gleichzeitigen Zunahme der Kalkdichte und der

Entstehung einer homogenen Knochenstruktur (Gerwing et al. 2003).

2.3 Knochenersatzstoffe — Entwicklung, Eigenschaften und Einteilung

Im Rahmen der Behandlung von Knochendefekten werden zunehmend verschiedene
Formen von Transplantaten und Implantaten eingesetzt. Im Vorfeld soll kurz auf die haufig

im Sprachgebrauch synonym verwendeten Begriffe eingegangen werden.

Der Begriff Transplantat beinhaltet die Herkunft aus einem lebenden Organismus. Hier wird
unterschieden zwischen autogenen, allogenen und xenogenen Transplantaten. Autogene

Transplanate entstammen dem Koérper, in den sie eingebracht werden, wobei allogene aus
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einem anderen Korper der gleichen Spezies entstammen. Bei xenogenen Transplantaten ist

der Korper einer anderen Spezies der Ursprung des gewonnen Materials (Hoch 2004).

Im Gegensatz dazu versteht man unter Implantaten nicht lebende und / oder einem
nichtlebenden Organismus entnommene Materialien. Vor allem im anglo-amerikanischen
Raum wird hierfiir der Begriff Alloplastik gebraucht. Tabelle 2 gibt einen Uberblick (iber die

international empfohlenen Begriffe der Transplantationsterminolgie.

Tabelle 2: Internationale Terminologie der Transplantatart

Begriff Definition
autogenes Transplantat Spender = Empfanger
allogenes Transplantat Transplantation  zwischen histokompatiblen

Individuen der gleichen Spezies

xenogenes Transplantat Transplantation zwischen Individuen
unterschiedlicher Spezies

alloplastisch / Alloplastik synthetische Fremdmaterialien

Als Implantate im Sinne von ,Biomaterialien® sind vor allem drei Werkstoffgruppen
anzusprechen, die der polymeren Kunststoffe, der Keramiken und der Metalle. Nach dem
Entschluss der Konsensus-Konferenz der Europaischen Gesellschaft fur Biomaterialien im
Jahre 1986, werden heute Fremdstoffe, die nicht vital sind und in den menschlichen Kdrper
eingebracht werden, bevorzugt als ,Biomaterialien“ bezeichnet (Berghaus 1992). Eine
wichtige Eigenschaft dieser Materialien ist die Biokompatibilitdt, die die Wechselwirkung

zwischen Kérpergewebe und Implantat beschreibt.

Im Zusammenhang mit der Implantation von Biomaterialien spielen mehrkernige
Riesenzellen eine entscheidende Rolle bei der Degradation und der Bewertung der
Biokompatibilitat der verwendeten Knochenersatzstoffe. Die dem hamatopoetischen System
entspringenden mehrkernigen Riesenzellen stammen von Zellen des Monozyten-
Makrophagen-System ab (Roodman 1999; Anderson 2001).

Diese auch als Fremdkérperriesenzellen (FBGC) bezeichneten Zellen entstehen in Folge
einer Fusion der zur Oberflache von implantierten Biomaterialen rekrutierten Makrophagen,
mit dem Ziel, eine Population von degradierenden Zellen bereitzustellen. Im Anschluss an
die Fusionsprozesse kommt es neben einer Pseudopodienbildung zu einer Elongation der

rekrutierten Makrophagen (Steven et al. 2007). Die Formation von FBGC wird als Antwort
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des Empfangers auf die Implantation von Biomaterialien angesehen und als
Fremdkorperreaktion  bezeichnet. Diese Fremdkorperreaktion ist vor allem dort
vorherrschend, wo die initiale Phagozytose durch rekrutierte einkernige Makrophagen flr
einen Degradationsprozess von Implantaten nicht ausreichend ist (Anderson 2001; Xia
2006). Durch die mit der Implantation von Biomaterial verbundenen FBGC-Formierung und
die darauf folgende fibrose Abkapselung wird nicht nur die Materialdegradation beschleunigt,
sondern es werden auch molekulare Prozesse als auch die Vaskularisierung beeinflusst
(Zhao et al. 1991; Anderson 2001).

Neben den FBGC besitzen Osteoklasten physiologischerweise die Fahigkeit, Kalzium-
Phosphat-basierte Knochenersatzstoffe zu degradieren (Bloemers et al. 2003; Wenisch et al.
2003a; Wenisch et al. 2003b). Die Differenzierung von Osteoklasten und FBGC in Hinblick
auf die Beurteilung der Biokompatibilitdt von Knochenersatzstoffen im Empfangerorganismus
ist von besonderer Bedeutung, da die Osteoklasten physiologischerweise mit dem
Remodeling des Knochens assoziiert sind, und die FBGC in Folge von
Entzindungsreaktionen auftreten (Webster et al. 2001). Die Biokompatibilitdt des
Implantatmaterials hangt somit maligeblich vom Ausmal® der koérpereigenen
Fremdkorperreaktion ab (Brodbeck et al. 2002).

Die Forschung mit einer Vielzahl an Studien im Bereich der Knochenersatzstoffe verfolgt das
Ziel, einen ,idealen® Knochenersatzstoff zu entwickeln. Wichtige erstrebenswerte
Eigenschaften sind der Ausschluss immunologischer Absto3ungsreaktionen, die
Abwesenheit toxischer sowie mutagener Nebenwirkungen, Sterilitdt, eine hohe biologische
Eigenpotenz, ein vollstandiger kndcherner Ein- und Umbau, keine Mengen- und
Lagerungsprobleme, eine Festigkeit entsprechend den jeweiligen Erfordernissen und
niedrige Kosten. Jahrlich werden in den Vereinigten Staaten von Amerika bereits 1,5
Millionen Operationen unter der Verwendung von Knochenersatzmaterialien durchgefiihrt
(Einhorn 2003). Da es bisher nicht gelungen ist, alle winschenswerten Eigenschaften in
einem Knochenersatzstoff zu vereinen, wird als ,goldener Standard® bei der Defektaufflillung
dennoch weiterhin die autologe Spongiosatransplantation angesehen (Schweiberer et al.
1982). Eigenschaften wie osteoinduktive, osteokonduktive und osteogene Potenzen wie

auch das Vorhandensein lebender Zellen, werden autologem Knochenersatz zugeschrieben.

Die nach einer Transplantation auftretenden relevanten Prinzipien werden als Osteogenese,
Osteoinduktion und Osteokonduktion bezeichnet. Als Osteogenese wird die von
Uberlebenden Knochenzellen des Transplantates wie Osteoblasten und
Osteoprogenitorzellen ausgehende Knochenneubildung verstanden (Katthagen 1986). Die

Osteoinduktion wird durch einen vom Transplantat ausgehenden ,Reiz* ausgel6st,
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der wiederrum im heterotopen Lager eine Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu
knorpel- und knochenbildenden Zellen verursacht. Unter Osteokonduktion versteht man eine
Knochenneubildung, bei der das Gertist des Transplantates als dreidimensionale Leitschiene
dient und somit die Einwanderung von GefalRen und Osteoprogenitorzellen aus dem

Lagerknochen unterstitzt (Holmes 1979).

Die in der Literatur erstmalig belegte Transplantation autogenen Knochens wurde durch V.
Walter im Jahre 1821 durchgefihrt (Walter 1821). Zu Beginn des 20. Jahrhunderts kam es
bereits zu einer breiteren klinischen Anwendung (Wolter 1987) mit dem Anspruch die
Einheilungsvorgénge ansatzweise wissenschaftlich klaren zu wollen. Es wurde gezeigt, dass
frische autogene Implantate aufgrund des Uberlebens von Osteoblasten als auch der
osteoinduktiven Wirkung ihrer Grundsubstanz in der Lage sind, neuen Knochen zu bilden
(Auxhausen 1907; Lexer 1911). Auxhausen (1907) postulierte eine zweiphasige
Transplantateinheilung, die Initialphase der Osteogenese vermittelt durch Uberlebende
Osteoblasten und eine osteoinduktive Phase, die drei bis vier Wochen nach der
Transplantation durch die Umwandlung von mesenchymalen Zellen des Lagergewebes in

,osteoproduktive® Zellen charakterisiert ist.

In weiteren Studien konnte bereits im Jahre 1931 gezeigt werden, dass transplantierte
Spongiosa im Vergleich zu Kortikalistransplantaten eine deutlich  Uberlegene
Einheilungsdynamik aufweist (Matti 1919). Dies wurde auf die porése Struktur der Spongiosa
und der damit verbundenen beschleunigten Vaskularisierung und ihrer starken
osteokonduktiven Potenz zurlickgeflihrt. Diese Ergebnisse werden durch jlingere
tierexperimentelle Studien bestatigt. So konnten Laschke et al. (2007) in einer an
Goldhamstern durchgefihrten Studie nachweisen, dass die Verwendung autologer
Spongiosa durch eine hohe biologische Aktivitat charakterisiert und im Vergleich zur
Verwendung synthetischer Knochenersatzstoffe mit verstarkten Angiogeneseprozessen und

einer entsprechend hohen Anzahl an einsprossenden Gefallen verknlpft ist.

Als die gangigsten Entnahmestellen autologer Spongiosa gelten der Beckenkamm, der
Tibiakopf, die distale Tibia, das Trochantermassiv als auch der distale Radius (Lindner und
Henry 1992). Die Spongiosaentnahme als autologer Knochenersatz kann aufgrund ihrer
limitierten Verfligbarkeit bei der Uberbriickung groRer Defekte jedoch an ihre Grenzen
stoRen (Habibovic und de Groot 2007). Neben dem mit zum Teil hohen Komplikationsraten
verbundenen Zweiteingriff (Grob 1989) in Form von Hamatomen (Rueger 1995),
Nervenlasionen sowie Infektionen (Garlipp 1979), Frakturen oder gar Organverletzungen und
Eingeweideherniationen  (Bosworth  1955) stellt die  Spongiosaentnahme  bei
Schwerverletzten, Kindern und Patienten mit schlechtem Allgemeinzustand einen nicht

vertretbaren Eingriff dar.
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Dennoch stellt die Transplantation autologer Spongiosa zurzeit den ,goldenen Standard® in
der Transplantationsmedizin dar. Dies ist vor allem in ihrer hohen biologischen Wertigkeit

begrindet.

Die erste allogene Knochentransplantation erfolgte im Jahre 1867 durch den Schotten
William Macewen (Macewen 1881). Wichtigen Einfluss auf die allgemeine Durchsetzung
dieser Methode hatte die von Albee 1915 (Albee 1915) verdffentlichte Publikation Gber
Knochentransplantationen und die in den 40er Jahren eingefihrte Tiefklihlkonservierung des

allogenen Knochens durch Bush, Garber und Inclan (Inclan 1942; Bush und Garber 1948).

Im Focus der Studien Uber allogenen Knochenersatz standen schon friih die Einheilungs-
und Umbauvorgange. Hier wurde bei der Transplantation, das Absterben zellularer
Knochenelemente und die Leitschienenfunktion (Osteokonduktion) des allogenen
Transplantates festgestellt (Barth 1893; Curtis 1893; de Boer 1989). Es wurden
Vermutungen angestellt, dass bei der vom Wirtsknochen ausgehenden Knochenneubildung
und der schleichenden Resorption des allogenen Knochens spezifische osteoinduktive
Faktoren aus dessen Grundsubstanz freigesetzt werden. Diesen Faktoren wurde eine
Aktivierung der knochenbildenden Zellen im Transplantatlager zugesprochen (Ollier 1867).
Anhand weiterer Versuche konnten die Existenz der Faktoren nachgewiesen (Levander
1934; Annersten 1940; Oberdalhoff 1947) als auch das osteoinduktive Prinzip bestatigt
werden (Goldhaber 1961; Segmiller 1967). Die als Bone Morphologic Proteins (BMP)
bezeichneten Faktoren wurden durch Urist et al. (1967) aus Knochen isoliert und sind nach
Applikation in die Muskulatur artfremder Tiere in der Lage, eine heterotope Ossifikation

auszulosen.

Der klinische Einsatz kryokonservierten allogenen Knochens wird mit einer Erfolgsrate von
60-95 % angegeben (Ankin et al. 1982; Regel et al. 1992; Siidkamp et al. 1993) und ist in
zahlreichen Publikationen (Kunner und Hendrich 1984; Bdrner 1985; Gollwitzer 1986;
Contzen 1989; Regel et al. 1992) dokumentiert.

Der Einsatz xenogener Knochentransplantate wurde durch den Chirurgen Job van Meekeren
1668 eingefuhrt (de Boer 1989). Er rekonstruierte den Schadeldefekt eines Soldaten durch
ein vom Hund stammendes Transplantat. In den 40er Jahren des letzten Jahrhunderts kam
es vermehrt zu der Verwendung xenogener Transplantate bovinen Ursprungs. Aufgrund der
haufigen AbstoBungsreaktionen der Empfanger wurde diese Methode jedoch zunehmend
abgelehnt bzw. versucht deren Wert durch Gefriertrocknungen und Bestrahlungen des

verwendeten Materials zu verbessern (Soost 1996).

Die Entwicklung von Knochenersatzstoffen fihrt von gehdmmerten Goldplatten der Inkas,
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die zur Schadelrekonstruktion genutzt wurden (Soost 1996) im Laufe der Jahrhunderte zu
den sich im 18. Jahrhundert entwickelnden aseptischen chirurgischen Techniken. 1892
wurde durch Dressmann Kalziumsulfat zur Defektfullung eingesetzt (Dressmann 1892).
Hydroxylapatitkeramiken fanden durch Osborn 1978 ihre erstmalige Anwendung (Soost
1996).

Der Versuch, Knochendefekte mittels Knochenersatzmaterialien zu heilen, besteht also seit
geraumer Zeit. Die zur Knochendefektflillung verwendeten Biomaterialien unterliegen einer
fortschreitenden Entwicklung und stehen seit bereits Uber 20 Jahren im Mittelpunkt des
Interesses von Dentisten und Orthopaden (Gerwing et al. 2001). In der Unfallchirurgie und
der orthopadischen Chirurgie stellen sie bereits eine wichtige Alternative zur autogenen

Spongiosatransplantation dar (Kilian et al. 2002; Schnettler et al. 2005).

Neben der Nutzen-Kosten Analyse stehen bei der Entwicklung die bendtigten biologischen
Eigenschaften der Ersatzstoffe im Vordergrund. Darunter fallen in erster Linie die osteogene
Aktivitat, indem durch Materialeigenschaften koérpereigene Zellen zur Differenzierung und
Synthese angeregt werden, die osteoinduktive Wirkung durch Freisetzung von
Knochenwachstumsfaktoren und die Osteokonduktion durch eine Leitschienenfunktion der

Knochenersatzmaterialien (Soldner und Herr 2001).

Osteokonduktive Knochenersatzstoffe dienen dem einwachsenden Knochen als Leitschiene
und kénnen bei Bedarf als Tragermaterialien flr Antibiotika eingesetzt werden (Hartter et al.
1998; Alt et al. 2006). Eine weitere Mdglichkeit ist die Kombination mit Bestandteilen der
extrazelluldaren Matrix oder Wachstumsfaktoren. In Abhangigkeit der kombinierten Wirkstoffe
kommt es zu einer Beeinflussung der Osteogenese, Angiogenese, Osteokonduktion (Osborn
1985) und dem Entzindungsgeschehen post operationem. Degradation und
Osseointegration sind mafgeblich durch den verwendeten Ersatzstoff beeinflusst. So konnte
bereits in vorausgehenden Studien eine frihzeitige  Osseointegration des
Knochenersatzstoffes Ostim® ohne stattgefundene Degradation des Hydroxylapatits
beobachtet werden (Spies et al. 2008).

Die Einteilung der zur Verfugung stehenden Knochenersatzstoffe wird von zahlreichen
Autoren verschiedenartig durchgefiihrt. Grundsatzlich erfolgt sie jedoch in die Gruppe der
abbaubaren und zum anderen in die Gruppe der nicht abbaubaren Knochenersatzstoffe
(Tabelle 3).

Die zurzeit verfigbaren Knochenersatzmaterialien zeigen somit eine grofRe Variabilitat in
ihrer Zusammensetzung und ihren Eigenschaften. Haufige Verwendung finden anorganische

Kalzium-Phosphate. Dabei handelt es sich fast ausschlieRlich um Hydroxylapatit-Keramiken
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[Ca10(PO4)6(0OH)2] (Buchholz et al. 1987). Charakteristisch fiur sie ist eine einfache
Handhabung in der Herstellung und die bei Raumtemperatur lange bestehende Formbarkeit
des Materials. Diese Knochenersatzmaterialien auf Hydroxylapatibasis zeigen neben einer
groRen strukturellen Ahnlichkeit zu dem Hydroxylapatit des Knochens, einen hohen Grad an
Biokompatibilitat und stehen nach der Implantation im direkten Kontakt zum neugebildeten
Knochen (Kdéster et al. 1976; Holmes et al. 1984), was zu ihrem weitverbreiteten Einsatz in
der rekonstruktiven Chirurgie fuhrt (Denissen et al. 1980; Eggli et al. 1988; Hende 1989;
Revell et al. 1997). Als wichtiger Faktor fur die Verwendung von Knochenersatzstoffen gilt
deren Einfluss auf das Einwachsverhalten von Knochengewebe, das wesentlich von der
Makroporositat, Porengrof’e und der Poreninterkonnektion des Implantatmaterials abhangt
(de Groot 1980).

Die biologischen Heilungsvorgange des Knochens kénnen somit durch Knochenersatzstoffe
unterstutzt und die mechanische Stabilitdt gefordert werden (Revell et al. 1997). In
Abhangigkeit von ihrer Porositat zeigen osteokonduktive Ersatzstoffe auf Hydroxylapatitbasis
einen hohen Grad an Degradation und Resorption. Entlang der Implantatoberflachen kann
innerhalb von vier bis sechs Wochen post implantationem die Bildung von Lamellenknochen
beobachtet werden (Schnettler et al. 2004). Die Porengréf3e wird kontrovers diskutiert. So
wird ein Porendurchmesser von 80 — 160 um bei hoher Gesamtporositat als besonders
forderlich fir eine schnelle Vaskularisation und knécherne Durchbauung beschrieben
(Rueger 1995). Dagegen empfiehlt Buchholz eine Porengréfe von 200 -250 um (Buchholz et
al. 1989), wahrend Flately 500 um als glinstigste Porengrélie angibt (Flately et al. 1983).

Der nanopartikulare auf Hydroxylapatit basierende Knochenersatzstoff Ostim® gehort in die
Gruppe der degradierbaren Knochenersatzmaterialien. Bei in vivo Versuchen an Géttinger
Minischweinen konnte nachgewiesen werden, dass der Degradationsprozess von Ostim®
nach einem Zeitraum von 6 Wochen eingestellt wird und nach einem Jahr post
implantationem weiterhin Ostim® - Reste in betrachtlichen Mengen im Bereich der
angelegten Tibiadefekte von Schafen detektiert werden konnten. Zu bemerken ist, dass eine
restitutio ad integrum mit einem vollstdndigen Abbau des Knochenersatzstoffes nicht
beobachtet werden konnte. Als Ursache kommt hier die friihzeitige Osseointegration des
Knochenersatzmaterials in Betracht (Spies et al. 2008), die dessen weitere Degradation
verhindert. Bezuglich der Neovaskularisierung konnte bei dem Knochenersatzstoff Ostim®
im Vergleich zu Hydroxylapatitkeramiken (Cerabone®) eine deutliche Zunahme in den
Defekten festgestellt werden. Diese wurde vor allem in Bezirken des Implantatabbaus

verzeichnet.
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Ostim® stellt einen injizierbaren synthetischen Knochenersatzstoff dar, der innerhalb von
Knochendefekten die Vaskularisierung unterstitzt und somit die Bedingungen fir eine

Knochenneubildung optimiert (Laschke et al. 2007).

Neben der groRen Vielfalt an einsetzbaren Knochenersatzstoffen bestehen zusatzlich
unterschiedliche Darreichungsformen. Hier spielen vor allem solide (Frame 1987; Kent et al.
1987), pordése Formen (Frame 1987; Dingeldein et al. 1994) und Granulate eine Rolle
(Glnther et al. 1998).

Tabelle 3: Darstellung einer moglichen Einteilung der erhaltlichen Knochenersatzstoffe

Gruppe der Art des Beispiel fiir kommerziell
Knochenersatzstoffe Knochenersatzstoffes erhaltlichen Knochenersatzstoff
Nicht abbaubare Hydroxylapatitkeramik Endobon®
Knochenersatzstoffe

Polyethylen Polyactive®

Polyethylenoxid

kohlefaserverstarkter
Kunststoff

Polymethylmetacrylat

Glas, Titan
Aluminiumoxidkeramiken

Glaskeramiken Perioglas®

Abbaubare Kalziumsulfat Osteoset®
Knochenersatzstoffe

Kalziumphosphatkeramiken Collapat®, Bio-Oss®
Trikalziumphosphat Cerasorb®, Calciresorb®

Polyactid und Polyglycolid

Kalziumphosphatzemente Biobon®

Hydroxylapatitpaste Ostim®

2.4 Plattchenreiches Plasma (PRP) und dessen Einfluss auf die
Knochendefektheilung

PRP wird als ,Konzentrat autologer Thrombozyten in einem kleinen Plasmavolumen® (Marx
2004) definiert. Als Quelle thrombozytarer Wachstumsfaktoren findet PRP seit Jahren

16



Literaturtbersicht

klinische Verwendung zur Beschleunigung der Geweberegeneration. Die im PRP
enthaltenen Wachstumsfaktoren Transforming Growth Factor 8 1,2 (TGF R-1 und R2),
Insulin-like Growth Factor (IGF), Epidermal Growth Factor (EGF), Platelet Derived Growth
Factor (PDGF), acidic- und basic- Fibroblast Growth Factor (aFGF, bFGF) und Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) (Weibrich et al. 2002) werden in Folge der durch
Kalziumchlorid und Thrombin (Carlson und Roach 2002) vermittelten Thrombozyten-

Degranulation aus den a-Granula der Thrombozyten freigesetzt.

Neben der in vitro durch PRP-Einfluss verstarkten Proliferation osteoblastenahnlicher
Vorlauferzellen konnte in Versuchen auch diejenige mesenchymaler Stammzellen mittels
PRP gesteigert werden (Weibrich et al. 2002; Gruber et al. 2004).

Der Einfluss des seit Jahren in der Mund- und Kieferchirurgie zum Knochenaufbau
eingesetzten PRPs (Thorn et al. 2004) wird sehr kontrovers beurteilt. Wird einerseits ein
positiver Effekt des eingesetzten PRPs auf die Knochenneubildung nachgewiesen,
dokumentieren andere Studien keinen Effekt oder sogar negative Auswirkungen auf die

Gewebeformation.

So beobachten Fontana et al. (2004) in einer tierexperimentellen Studie an Ratten nach dem
Einsatz von PRP in Kombination mit Titanimplantaten, im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne
PRP, ein stark erhohtes Knochenvolumen. Ebenso wurde am Minischwein nach der
Verankerung von dentalen Implantaten und der Verwendung von PRP nach einem Zeitraum
von sechs Wochen, im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne PRP, eine signifikant héhere

Knochenneubildung verzeichnet (Zechner et al. 2003).

Andere Studien zur Beurteilung der Effekte von PRP auf die Knochendichte,
Implantatresorption und Knochenheilung in standardisierten Mandibulardefekten von
Minischweinen verweisen auf keinerlei Effekte des verwendeten Thrombozytenkonzentrates
(Jensen et al. 2005) und schlieRen sogar negative Auswirkungen auf die Knochenneubildung
nicht aus (Ranly et al. 2007). Im Zusammenhang mit autogenen Knochenersatzstoffen
weisen Choi et al. (2004) in kaninen Mandibulardefekten eine verringerte Knochenbildung in

der mit PRP behandelten Gruppe nach.

In Bezug auf die Wirkung der Wachstumsfaktoren ist jedoch die Tatsache hervorzuheben,
dass eine Korrelation zwischen Wachstumsfaktorenkonzentration und ihrer Wirkung auf die

Knochenbildung beobachtet werden konnte. Die Anwendung von PRP mit einer

Thrombozytenkonzentration von unter 1x106 zeigt keinen Einfluss auf die
Knochenneubildung, wahrend hoéhere Thrombozytenkonzentrationen eine inhibitorische

Wirkung aufweisen (Weibrich et al. 2004). Diese unterschiedlichen Wirkungen werden auf
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unphysiologisch  hohe  Konzentrationen der verschiedenen  Wachstumsfaktoren

zurlckgefihrt, die zytotoxische und inhibitorische Effekte nach sich ziehen.

2.5 Thrombozytare Wachstumsfaktoren

Die aus den Blutplattchen gewonnenen Wachstumsfaktoren haben einen wichtigen Einfluss
auf die Knochenregeneration und tragen zur Vaskularisation eines heilenden Knochens bei
(Aghaloo et al. 2002). Sie werden physiologischerweise wahrend der frihen Frakturheilung
freigesetzt (Liebermann et al. 2002). MaRgeblich ist hier der synergistische Effekt der
verschiedenen im PRP enthaltenen Wachstumsfaktoren. Durch diverse Versuche sowohl in
vivo als auch in vitro konnten die Effekte der einzelnen Wachstumsfaktoren zum Teil bereits
erfolgreich erforscht werden. Sie sollen im Folgenden einzeln dargestellt werden. Die
verschiedenen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Faktoren und der daraus

resultierende Einfluss auf die Knochendefektheilung sind bisher nicht hinreichend geklart.

2.5.1 Fibroblast growth factor (FGF)

Die beiden Isoformen acidic Fibroblast growth factor (aF GF) und der basic Fibroblast growth
factor (bFGF) besitzen eine molekulare Masse zwischen 18-25 kDa (Auguste et al. 2003).
Sie hemmen die Aktivitat von Osteoklasten und erhdéhen gleichzeitig die Fibroblasten-,
Osteoblastenproliferation und -differenzierung (Siebert et al. 2003). bFGF besitzt neben den
genannten  Eigenschaften aullerdem die Fahigkeit, die Kollagensynthese in

Osteoblastenkulturen zu erhéhen (McCarthy et al. 1989).

Experimentelle Untersuchungen an Kaninchen mit segmentalen Tibiadefekten und
segmentalen Femurdefekten (Inui et al. 1998; Kato et al. 1998) als auch an standardisierten
Alveolardefekten von Hunden (Hosokawa et al. 2000) belegen positive Einflisse von bFGF
auf Knochenzuwachs und Kallusbildung, wahrend sich eine entsprechend positive Wirkung

auf die Defektheilung von Miniaturschweinen (Schnettler et al. 2003) nicht bestatigt.

2.5.2 Insulin-like growth factors (IGFs)

Unterschieden werden die beiden Isoformen IGF-l und IGF-Il, bei denen es sich um
Polypeptide handelt, die aus 70 bzw. 67 Aminosauren bestehen. Sie werden von

Osteoblasten synthetisiert und in der Knochenmatrix gespeichert (Hauschka et al. 1986).
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Neben dem stimulativen Effekt auf die Differenzierung und Proliferation von
Knochenmarkszellen (Martinez-Gonzalez et al. 2002) konnte ein chemotaktisch férdernder
Einfluss von IGF-I auf Osteoblasten wahrend des Knochenremodellings beobachtet werden
(Hayden et al. 1995). Durch die Steigerung der Osteoblastenzahl wird gleichzeitig eine

Anregung der Knochenheilung hervorgerufen (Birnbaum et al. 1995).

Des Weiteren konnte in vitro eine proliferationssteigernde Wirkung von IGF-l auf
Osteoblasten nachgewiesen werden (Hock et al. 1988). Der synergistische Effekt von
Wachstumsfaktoren auf die Steigerung der Knochenneubildung bei Knochendefekten wird
durch die Kombination von IGF mit anderen Wachstumsfaktoren wie etwa PDGF oder TGF-1
erreicht (Blumenfeld et al. 2002).

2.5.3 Platelet-derived growth factor (PDGF)

Bei dem bis 100 °C hitzestabilen Polypeptid PDGF handelt es sich um ein 30 kDa Dimer, das
in drei Isoformen vorkommt (PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB). Diese entfalten ihre Wirkung
auf Zielzellen durch die Bindung an zwei strukturell verbundene Tyrosin-Kinase-Rezeptoren,
wobei der o-Rezeptor mit der A- und B-Kette in Interaktion ftritt, und der B-Rezeptor
ausschlief3lich an die B-Kette bindet. Den gréf3ten Speicher von PDGF stellen die a-Granula
der Thrombozyten dar. Des Weiteren konnte PDGF in Makrophagen (Shimokado et al.
1985), Endothelzellen (DiCorleto und Bowen-Pope 1983), Monozyten, Fibroblasten

(Paulsson et al. 1987) und der Knochenmatrix nachgewiesen werden.

Die Wirkung von PDGF entfaltet sich in vitro in Form eines mitogenen Einflusses auf
Osteoblasten (Lieberman et al. 2002) und Osteoklasten (Hock und Canalis 1994).
Undifferenzierte Osteoblasten werden in diesem Zusammenhang starker angeregt als
bereits ausdifferenzierte (Abdennagy et al. 1992). Des Weiteren konnte eine chemotaktische
Wirkung von PDGF auf mesenchymale Stammzellen und Osteoblasten beobachtet werden
(Gruber et al. 2004). Daneben weisen Hock und Canalis (1994) im Zusammenhang mit der
Applikation von PDGF eine selektive Stimulation von Fibroblasten in Form einer erhohten
Replikation nach (Hock und Canalis 1994).

In-vivo Studien belegen einen Knochenzuwachs in Schadeldachdefekten von Ratten nach
Applikation von PDGF (Chung et al. 1997). Die férdernde Wirkung auf die Knochenheilung in
Kombination mit IGF-1 im Kieferknochen von Makaken ist bestatigt (Giannobile et al. 1996).
Im Gegensatz dazu konnte bei der isolierten Anwendung und lokaler Applikation von PDGF
in  Verbindung mit Hydroxylapatitimplantaten in Rattenfemura kein vermehrter
Knocheneinwuchs beobachtet werden (Nash et al. 1994).
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Im Rahmen der Granulationsgewebebildung ist die Wirkung von PDGF auf die
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten, die in Kapitel 2.2 naher erlautert wird,

hervorzuheben.
2.5.4 Transforming growth factor beta (TGF-RB)

Zu der TGF-Superfamilie gehéren neben den Inhibinen, den Aktivinen und den Bone-
Morphogenetic-Proteins (BMPs) auch die 5 Isoformen TGF-B 1 bis TGF-3 5. Die TGF-3
Proteine mit einem Molekulargewicht von 25 kD finden sich hauptsachlich in Knochen- und
Knorpelgewebe. Die korrespondierenden Rezeptoren werden in hoher Zahl von
Osteoblasten synthetisiert (Massague 1990), was auf die bedeutende Rolle von TGF-3 im

Knochenstoffwechsel hinweist.

Eine mitogene Wirkung auf Osteoblasten-Vorlauferzellen (Baylink et al. 1993) und deren

Stimulation zur Kollagenmatrix-Synthese sind ebenso bekannt (Marx et al. 1998).

In einer tierexperimentellen Studie am Kaninchen konnte in Folge einer kontinuierlichen
TGF-R Applikation eine deutliche Steigerung der mechanischen Stabilitdt im Zuge der
Heilung von Tibiafrakturen festgestellt werden (Lind et al. 1993). Im Zusammenhang mit
Knochenersatzmaterialien bestehen in  Abhangigkeit des verwendeten Materials
unterschiedliche Ergebnisse beziglich des Knocheneinwuchses. Wahrend der
Knocheneinwuchs bei Implantaten aus einer Kombination von TGF-B mit einer
Hydroxylapatit-Trikalzium-Phosphatbeschichtung im Vergleich zu TGF-R-freien Implantaten
um ein Vielfaches gesteigert wurde (Sumner et al. 1995), konnte bei der Verwendung von
TGF-R1 beschichteten Hydroxylapatitimplantaten nur ein geringer Knochenzuwachs

verzeichnet werden (Lind et al. 1993).

Der natirlicherweise in Blutplatichen vorkommende TGF- hemmt die Knochenresorption,
die Osteoklastenformation und deren Aktivitat (Aghaloo et al. 2002). Des Weiteren ist TGF-3
in der Lage, die a-smooth muscle actin-Expression und die Kollagen-Expression in
kultivierten Fibroblasten zu induzieren (Gabbiani 1998). Die durch TGF-B modulierten
Fibroblasten differenzieren sich in Bezug auf die ECM-Synthese und die Aktinfilament-

Expression zu Myofibroblasten (Vyalov et al. 1993).

2.5.5 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Der in 4 Isoformen vorkommende VEGF wird verstarkt unter hypoxischen Bedingungen
exprimiert und hat ein Molekulargewicht von 46 — 48 kDa (Kilian et al. 2005). Wichtige

Funktionen hat er bei der Stimulation der Reifung von Granulozyten-Makrophagen-
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Vorlauferzellen (Broxmeyer et al. 1995; Kilian et al. 2005), daneben gilt er als potenter

Stimulator der Angiogenese (Watanabe et al. 2007).

Wachstumsfaktoren wie TGF-R (Saadeh et al. 1999), IGF (Poulaki et al. 2003), bFGF
(Saadeh et al. 2000) und PDGF (Wang et al. 1996) erhéhen die VEGF-Expression in
Osteoblasten. Die Kombination dieser Wachstumsfaktoren kann im Hinblick auf die VEGF-

Expression zu synergistischen Effekten fihren (Kilian et al. 2005).

VEGF interagiert mit VEGF-1 und VEGF-2 Rezeptoren, die auf der Oberflache von
Endothelzellen und Osteoblasten exprimiert werden (Clauss et al. 1996; Deckers et al.
2000). Beide Rezeptortypen werden durch VEGF selbst sowie unter hypoxischen
Bedingungen hochreguliert (Wilting et al. 1996).

Immunhistochemisch konnte das VEGF-Protein in einem Rattenmodell in proliferierenden
Osteoblasten nahe des Osteotomierandes detektiert werden (Saadeh et al. 1999). Des
Weiteren stellten Saadeh et al. (1999) eine erhdhte VEGF mRNA-Expression wahrend der
Frakturheilung von Mandibular-Frakturen dar. Auch Kilian et al. (2005) weisen eine VEGF-1
Rezeptor—Expression in Osteoblasten und multinukledren Riesenzellen in standardisierten,
mit Hyroxylapatit beflillten Defekten von Minischweinen nach und unterstitzen damit die
Ergebnisse von zahlreichen in-vitro Versuchen (Deckers et al. 2000; Nakagawa et al. 2000;
Sawano et al. 2001).

Die Schlisselfunktion von VEGF bei der Interaktion von Osteoblasten und Endothelzellen,
deutet neben seiner Relevanz bei der Frakturheilung sowie der Knochenneubildung (Street
et al. 2002) auf seine wichtige Rolle bei der Osseointegration von Knochenersatzmaterialien
hin (Kilian et al. 2005).
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3. Material und Methoden
3.1 Versuchstiere
3.1.1 Spezies und Rasse

Durch eine Rotationspaarung von Vietnamesischen Hangebauchschwein, der Deutschen
Landrasse und dem Sattelschwein entstand die Rasse der verwendeten Versuchstiere. Es
handelt sich um Miniaturschweine der Rasse Mini-Lewe, die sich von einem
Zichtungsvorhaben der Humboldt-Universitat Berlin (Aulienstelle Berlin-Lehnitz) und dem
Vermehrungsbetrieb Gut Wendefeld ableitet. 1996 erfolgte die Kreuzung zwischen Mini-
Lewe und Trollschwein, um eine genetische Enge in einer geschlossenen Population zu

vermeiden, wodurch Konstitution und Vitalitat der Tiere deutlich verbessert werden konnten.

3.1.2 Tierdaten

Bei den Versuchstieren handelt es sich um 26 mannliche kastrierte Tiere im Alter von neun
Monaten, deren Koérpergewicht zum Operationszeitpunkt 41,0 (+/- 11,0) kg und zum
Zeitpunkt der Totung 42,2 (+/- 11,1) kg betrug.

Die Wahl der Tiere fiel auf Miniaturschweine, da diese in Bezug auf die Knochenstruktur,
Thrombozytenzahl und Gerinnungsparameter eine grofe Homologie zum Menschen

aufweisen (Honig und Merten 1993).

Das Regierungsprasidium Gielden genehmigte das Versuchsvorhaben auf Antrag gemaf §8
Abs.1 des Tierschutzgesetzes (Aktenzeichen VI 25.3 — 19 ¢ 20/15 ¢ Gl 20/14).

3.1.3 Haltung und Fiitterung

Die Einstallung der Miniaturschweine erfolgte in Einzelboxen des Tierstalles des
physiologischen Institutes des Fachbereiches Humanmedizin der Justus-Liebig-Universitat
Gielden. Es handelte sich um ca. vier m? grof3e Boxen mit Gummimatten. Den Tieren wurde
Wasser ad libitum zur Verfiigung gestellt, und sie wurden zweimal taglich mit einer Mischung
aus Weizenkleie, Hafer und Mais versorgt. Die Einstallung erfolgte drei Tage vor

Versuchsbeginn bei einer Umgebungstemperatur von 24 (+/- 1) °C.
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3.2 Versuchsaufbau
3.2.1 Der Hydroxylapatit-Knochenersatzstoff Ostim®

Ostim® ist eine aus vollsynthetischem Hydroxylapatit bestehende plastische Knochenmatrix.
Es handelt sich um phasenreinen Hydroxylapatit, der in Gestalt nadelférmiger Nanokristalle
vorliegt (Abbildug 2). Diese entsprechen in Form und GroRe den Hydroxylapatitkristallen
von Knochengewebe. Mit der geringen KristallgroRe korreliert eine sehr grof3e reaktive
Oberflache von = 100 m?/g, die Proteine und Kalzium-lonen bindet. Die Léslichkeit in Wasser
betragt 2,6 mg/100 g Wasser, das Ca/P-Verhaltnis 1,675 bei einem pH-Wert von ca. 7,5.

Ostim® ist laut Herstellerangaben volumenstabil und kommt als nicht aushartende viskdse
Paste bereits vielfaltig in Bereichen der Orthopéadie, Kieferchirurgie und Traumatologie zum
Einsatz. Vorausgegangene praklinische Studien wurden an der ,Russian State Medical
University” durchgeflhrt.

In der Gruppe I/PRP- kam Ostim® 25 (Feststoffanteil von 25% in Wasser) und in der Gruppe
[I/PRP+ Ostim® 35 (Feststoffanteil von 35% in Wasser) zur Anwendung (siehe Kap. 3.2.2.1).
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Abbildung 2: Ultrastrukturelle Ansicht Ostim®

Das Implantatmaterial weist eine elektronenhelle Matrix mit elektronendichten

nadelférmigen Hydroxylapatitkristallen auf. (Vergroferung x15870)
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3.2.2 Plattchenreiches Plasma und die Bestimmung der Thrombozytenzahl

Die Isolierung des plattchenreichen Plasmas (PRP) wurde mittels einer standardisierten
Methode unter Verwendung eines vollautomatischen Blutkomponenten-Separationssystems
(Baureihe Compact A, Dideco/Sorin Biomedica, Puchheim) in der

Berufsgenossenschaftlichen Unfallchirurgie Tubingen durchgefihrt.

Unter Zugabe eines Antikoagulanz mit den Bestandteilen Phosphat, Dextrose und
Natriumcitrat (Flrst et al. 2003; Aghaloo et al. 2004) wurden sechs zufallig ausgewahlten
Tieren jeweils 250 ml Vollblut entnommen. Es folgte eine erste Zentrifugation fir 10 min bei
5600 U/min, um das plattchenarme Plasma von Erythrozyten und dem buffy coat
(Thrombozyten und Leukozyten) zu separieren. Um eine Trennung von Erythrozyten,
Leukozyten und PRP zu erreichen, erfolgte eine zweite, niederfrequente Zentrifugation bei

2400 U/min fur ebenfalls zehn min.

Die fir die Gewinnung der thrombozytaren Wachstumsfaktoren nétige Degranulation der im
Thrombozytenkonzentrat enthaltenen Thrombozyten wurde mittels der Zugabe von zehn ml
8,4 %igem Kalziumglukonat (Braun, Melsungen) und 1000 I. E. Thrombin (Gentrac Inc.,
Middleton, USA) erreicht. Die Aufbewahrung des so hergestellten PRP erfolgte in zwei ml

fassenden Kartuschen bei - 20 °C.

AnschlieRend wurde eine Konzentrationsbestimmung der enthaltenen Wachstumsfaktoren
im vorliegenden PRP und im Blutplasma der entsprechenden Proben mittels des
Quantikine™ Elisa-Testkits (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) durchgeflhrt. Sieben
Verdinnungsstufen zwischen 32,2 pg/ml und 2000 pg/ml dienten als Messstandard, um die
Konzentration der Wachstumsfaktoren Vascular endothelial growth factor (VEGF), Platelet-
derived growth factor-AB (PDGF-AB), Platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB),
Transforming growth factor beta 1 (TGF-31) und basic-Fibroblast growth factor (bFGF) zu

bestimmen.

Das PRP mit der héchsten Konzentration an thrombozytaren Wachstumsfaktoren wurde zur

Implantation in die Knochendefekte der Gruppe II/PRP+ verwendet.

Zur Bestimmung der Thrombozytenzahl sowie im Vollblut als auch im
Thrombozytenkonzentrat der jeweiligen Probe wurde das Zellzahlgerat System 9000

(Serono, USA) verwendet.
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3.2.3 Das Tierkollektiv

Das Kollektiv der Versuchstiere (n=26) wurde wie in der unten aufgeflihrten Tabelle (Tabelle

4) in drei Gruppen aufgeteilt. Die Knochendefekte wurden bei allen 26 Tieren angelegt.

Tabelle 4: Tierversuch: Ubersicht der Versuchsgruppen

Gruppe | PRP — (n=11)
Gruppe I PRP + (n=11)
Gruppe I Leerdefekt (n=4)

3.2.3 Implantation

Bei Gruppe I/PRP- (n=11) erfolgte die Defektfillung mit dem Knochenersatzstoff Ostim® 25
bei der Gruppe IlI/PRP+ (n=11) mit Ostim® 35 und PRP, wahrend bei Gruppe lll/Leerdefekte

im Sinne einer Leerdefektkontrolle die Defekte nicht aufgefillt wurden.

3.2.3.1 Operation und Operationstechnik
Die Operationen erfolgten im Institut flr Physiologie der Justus-Liebig-Universitat Gielden.

Die Pramedikation der Tiere erfolgte mittels intramuskularer Injektion von 2 mg/kg KG
Azaperon (Stresnil®, Janssen-Cilag Neuss) und 20 mg/kg KG Ketamin (Ketavet®,
Pharmacia-Upjohn). Zur Narkoseeinleitung wurden 2 mg/kg KG Propofol (Propofol-Lipuro®,
Braun-Melsungen) in die Venenverweilkanlle der V. auricularis intermedia appliziert. Die
Narkoseerhaltung wurde durch Inhalation eines Sauerstoff-Isofluran-Gemisches (Forene-1-
chlor-2,2,2-trifluorethyl-difluormethylether, Abbott Diagnostics, Wiesbaden) durch einen
Endotrachealtubus erreicht. Es handelte sich um ein halbgeschlossenes System mit
Isofluranverdampfer (0,1 — 0,4 Vol.%).

Unter sterilen Bedingungen wurden zunachst die Knochendefekte bei den Tieren angelegt,
die mit dem Knochenersatzstoff ohne Wachstumsfaktoren beflllt wurden (Gruppe I/PRP-).
Zuvor wurden bei sechs der zu operierenden Tieren jeweils 250 ml Vollblut aus der V.
Jugularis entnommen. Das aus diesem Blut gewonnene PRP wurde den Tieren der zweiten

Gruppe (Gruppe II/PRP+) zusammen mit Ostim® 35 in den Knochendefekt implantiert. Es
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wurde das PRP des Tieres verwendet, das die hochste Konzentration an

Wachstumsfaktoren aufwies.

Die narkotisierten und mit Gurten am Operationstisch fixierten Tiere wurden in Rickenlage
operiert. Nach dem Scheren der rechten Hintergliedmalle und der mehrmaligen Desinfektion

des Operationsbereiches mit Jod-PVP-Lésung wurden die Tiere steril abgedeckt.

Einer funf cm langen mediopatellaren Inzision der Haut folgte eine Praparation der
Unterhaut, der Faszien und der Muskulatur. SchlieRlich wurde die Gelenkkapsel
freiprapariert, durchtrennt und gleichzeitig die Patella nach lateral luxiert. Der 20 mm tiefe
und im Durchmesser 7 mm betragende Knochendefekt wurde in der Intercondylarregion
des Femurs in HOhe des patellaren Gleitlagers mittels eines Diamond Bone Cutting Systems
(DBCS, Stryker) angelegt.

Nach der Entfernung des entstandenen Knochenzylinders mittels eines Extraktors wurde das
bei der Bohrung entstandene Knochenmehl durch Spllung mit steriler Kochsalzlésung

entfernt.

Im Anschluss erfolgte eine Flllung des Defektes mit dem Knochenersatzmaterial mittels
einer Applikationskartusche. Um externe Einflisse auf das eingefiigte Material zu
reduzieren, wurde der Defekt schlieBlich mit einem speziell gefertigten Kunstoffdeckel
(Osartis, Odernburg) press fit verschlossen. Der Ricklagerung der Patella folgte ein
schichtweiser Wundverschluss und schlieldlich eine Versorgung der Hautnaht mit Silberspray

(Silberspray, Heiland, Hamburg).

3.2.3.2 Postoperative Versorgung

Nach der Operation erfolgte eine regelmaRige Uberwachung beziiglich der Belastung der
betroffenen Gliedmale, der Wundheilung und des Allgemeinbefindens der Tiere. Es wurden
jeweils einmalig eine analgetische Behandlung mit 0,01 mg/kg KG Buprenorphin
(Temgesic®, Boehringer Ingelheim) und zusatzlich eine antiphlogistische Behandlung mit 4

mg/kg KG Carprofen (Rimadyl®, Pfizer) durchgefiihrt.

26



Material und Methoden

3.3 Gewinnung und Aufbereitung der Praparate
3.3.1 Explantation und Perfusion

Die Explantationsoperation erfolgte nach einem Zeitraum von 20 Tagen. Um eine rasche
Fixierung des zu gewinnenden Gewebes zu erreichen, wurde bei jeweils sechs Tieren der
Gruppen I/PRP- und II/PRP+ eine Perfusionsfixierung mit 4 %igem Paraformaldehyd
durchgefuhrt. Abgesehen der Proben von zwei Tieren, die in flissigem Stickstoff tiefgefroren
wurden und nicht in die Auswertung mit einbezogen wurden, wurde bei den ubrigen

Gewebeproben eine Immersionsfixierung durchgefuhrt.

Im Vorfeld der Perfusionsfixierung wurde den narkotisierten Minischweinen in der Medianen
die Bauchhohle eréffnet und das Darmkonvolut nach lateral verlagert. Der Praparation der V.
cava caudalis und der Aorta abdominalis folgte eine Ligatur der Aorta kranial der
Aufzweigung in die Aa. iliaci externae und eine Ligatur der V. cava caudalis ebenfalls kranial
ihrer Aufzweigung. Nach einer kleinen Inzision der Arterie und der Vene wurde jeweils ein
dunner Silikon-Katheter mit Spritzenansatz in die Gefalie eingefiuhrt. Durch den Katheter im
arteriellen GefalRsystem wurde die Gliedmalle mit einer sterilen Ringer-Laktat-Lésung
gespult, bis die abflieBende Flussigkeit klar und frei von Blutbeimengungen war. Die Tiere
wurden zu diesem Zeitpunkt mittels einer Applikation von T61 (Uber einen
Venenverweilkatheter in der V. auricularis intermedia euthanasiert. Eine Perfusion mit 4
%igem Paraformaldehyd erfolgte anschlie@end. Nach der Aushartung der Gliedmalien
wurden die distalen Femura mittels einer Knochensage abgesetzt, von Muskeln, Sehnen und
Faszien befreit und entsprechend in drei mm breite Scheiben zertrennt. Die Schnittrichtung
hierbei war sagittal. Die so gewonnenen planparallelen Gewebescheiben (Scheibe A — D)
wurden zum Abschluss der Explantation in einer der Untersuchungsmethode angepassten
Loésung fur 24 Stunden fixiert (Tabelle 5).

Tabelle 5: Fixation, Einbettung und Untersuchungsmethoden der Knochenscheiben

Gewebescheibe Fixation Einbettungsmedium | Untersuchungsmethode

Scheibe A Karnowsky Technovit 7200 Histologie

Scheibe B 4 % Paraffin Histologie

Scheibe C Paraformaldehyd | Technovit 9100 Immunhistochemie

Scheibe D Yellow Fix Epon Transmissions-
elektronenmikroskopie
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3.4 Histologie
3.4.1 Einbettung in Technovit 7200

Die planparallelen unentkalkten und in Karnowskylésung fixierten Gewebescheiben (Scheibe
A) wurden nach grindlichem Spllen in phosphate buffered saline (PBS) jeweils fur 48 h in
Ethanol verschiedener Konzentrationen dehydriert und anschlieBend in Ethanol und
Technovit 7200 VLC verschiedener Mischverhaltnisse uberfuhrt. Danach schloss sich eine
Inkubation in mit 1% Dibenzoylperoxid (BPO, Heraeus-Kulzer, Wehrheim) versetztem
Technovit 7200 VLC fur einen Zeitraum von neun Tagen an. Um eine optimale Penetration
mit Flussigkunststoff erzielen zu kénnen, wurden die Praparate jede Stunde fir 15 min unter
Vakuum gesetzt. Ein Abheben des Gewebes der kunststoffinfiltrierten Knochenscheiben vom
Einbettmuldenboden wurde durch eine Fixierung mit dem Fixationskleber Technovit 7230
VLC (Heraeus-Kulzer, Wehrheim) verhindert. Es folgte eine Uberschichtung mit Technovit T
7200 VLC BPO.

Im Histolux (Kulzer Exakt, Norderstedt) folgte die Auspolymerisierung des Kunststoffes bei
40 °C und Blaulicht. Spannungsrisse wurden hierbei durch eine zweistindige

Vorpolymerisation bei einer Gelblichtbestrahlung vermieden.

Dem endglltigen Ausblocken ging eine abschlieRende 16 h dauernde Aushartung bei 40 °C

in einem Warmeschrank voraus.

3.4.2 Trenn-Diinnschliff-Technik

Mittels der Trenn-Dinnschliff-Technik ist es maoglich, histologische Praparate aus nicht
schneidbaren kalzifizierten und extrem harten Geweben wie etwa Knochen oder Zahnen

herzustellen.

Um die Dicke des Duinnschliffes berechnen zu kdénnen, wurde vor der eigentlichen
Herstellung des Diinnschliffes mit einer Mikrometerschraube die Dicke des Glasobjekttragers

bestimmt.

SchlieBlich wurde der polymerisierte Gewebeblock aus der Einbettmulde entfernt und mit der
vom Praparat weiter entfernten Flache mittels Vakuumklebepresse (EXAKT Apparatebau,
Norderstedt) auf einem Objekttrager (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) befestigt, in das
Mikroschleifsystem (EXAKT Apparatebau, Norderstedt) eingesetzt und die dem Praparat
nahere Flache mit einem Schleifpapier der Kérnung 1200 angeschliffen. Schleifpapier der

Koérnung 4000 diente der Nachbehandlung des Gewebeblockes, um evtl. vorhandene
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Schleifspuren zu beseitigen und eine moglichst glatte Oberflache zu erzielen.

Auf die so entstandene glatte planparallele Oberflache konnte nun ein Objekttrager mittels
7210 VLC-Prazisionskleber (Heraeus-Kulzer, Wehrheim) aufgebracht werden. Um die
Kleberdicke rechnerisch bestimmen zu kénnen, wurde mit Hilfe einer Mikrometerschraube
die Dicke des Praparatblockes vor der Beklebung und die Dicke des Objekttragers
gemessen. Die Kleberstarke ergab sich aus der Differenz der Gesamtdicke, also
Praparatblock, Kleber und Objekttrager, abziglich der im Vorfeld bestimmten
Gewebeblockstarke und Objekttragerstarke. Aus dem Praparat-Objekttrager-Konstrukt
konnten nun mit Hilfe eines Trenn-Schleifsystems (EXAKT Apparatebau, Norderstedt)
Schliffe von ca. 100 ym Dicke hergestellt werden. Das Gerat durchtrennte das angefertigte
Konstrukt unter permanenter Wasserkihlung mittels eines diamantbeschichteten

Trennbandes unter einer definierten Kraft, die das Praparat gegen das Trennband presste.

Die gewtinschte Dicke von 100 ym konnte nun eingestellt werden und der Gewebeblock
mittels eines mit Sandpapier beschichteten Schleiftellers des EXAKT-Mikro-Schleifsystems

(EXAKT Apparatebau, Norderstedt) auf die gewlinschte Dicke abgeschliffen werden.

Die Herstellung des Dinnschliffes wurde mit einer letzten Bearbeitung mit feinkérnigem

Sandpapier abgeschlossen, um vorhandene Schleifspuren zu beseitigen.

3.4.3 Toluidinblau-Farbung der Diinnschliff-Praparate

Zur Herstellung der Toluidinblau-Lésung wurden unter 15 minltigem Rihren eine Ldsung
aus 200 pg Pyronin G (Merck, Darmstadt) und 200 ml Aqua dest. und eine zweite
Stammlésung aus 800 pg di-Natriumtetraborat (Merck, Darmstadt), 800 ug Toluidin-O
(Chroma, Kéngen) und 80 ml Aqua dest. hergestellt. Dem Vermischen der Lésungen folgte

ein 15 mindtiger Rihrvorgang und eine zweimalige Filtration.

Um ein verbessertes Farbeergebnis zu erhalten, erfolgte vor der eigentlichen Farbung der
Praparate mit Toluidinblau, eine Anatzung der Praparatoberflache mit einer 10 %igen
Wasserstoffperoxid-Losung flr zehn Minuten. Einer Spllung mit Aqua dest. schlof sich eine
zehn minttige Farbung mit Toluidinblau an, sowie eine erneute Spilung und das Eindeckeln

der angefertigten Praparate mit Technovit 7200.
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3.5 Immunhistochemie
3.5.1 Paraffintechnik
3.5.1.1 Entkalkung

Im Vorfeld der Paraffineinbettung mussten die fur die Immunhistochemie vorgesehenen
Gewebeblocke (Scheibe B) Uber einen Zeitraum von 21 Tagen einer schonenden aber
dennoch grindlichen Entkalkungsprozedur unterzogen werden. Die Erhaltung der
Gewebestruktur sowie der Antigenitat im Zuge der sich anschlielienden Immunhistochemie
standen als Kriterien bei der Wahl des Entkalkungsmediums im Vordergrund. In zahlreichen

Vorversuchen stellte sich die folgende Rezeptur als Methode der Wahl heraus:

50 g Ethylendiamintetraessigsaure (Titriplex 1ll, Merck, Darmstadt) und 17 ¢
Trishydroxymethylaminomethan (Tryzma-Base, Sigma, St.Louis, USA) in 500 ml Aqua dest.
und einem pH-Wert von 7,4.

3.5.1.2 Einbettung

Im Anschluss an die Entkalkung folgte die Spulung der Proben mit Aqua dest., und deren
Dehydrierung in der aufsteigenden Alkoholreihe. Der Infiltrierung der Proben mit reinem Xylol
schloss sich die Paraffineinbettung in metallenen Einbettmulden (Tissue Tek, Leica,
Bensheim) an. Die Ausbettung der erstarrten Praparate folgte nach einer 16 h dauernden

Lagerung bei einer Temperatur von 8 °C.
3.5.1.3 Schnittanfertigung

Mittels eines Microtome Blades (Feather R35 Type, Japan) im Rotationsmikrotom (Leica RM
2155, Bensheim) wurde die Paraffinschicht in 11 pm dicken Schichten bis zu dem zu
untersuchenden Praparat stufenweise abgetragen. Im Anschluss konnten aus den
Paraffinblécken Schnitte einer Dicke von 4 bis 5 ym angefertigt werden. Die so gewonnenen
in einem 45 °C Wasserbad schwimmenden Praparate wurden schliefllich auf mit 3-
Aminopropyl-triethoxysilan beschichtete Objekttrager (SuperFrost®Plus, Menzel-Glaser,

Deutschland) Gbertragen und luftgetrocknet.

Die Entparaffinierung der Paraffinschnitte erfolgte mittels Xylol, Aceton reinst. und
Aceton/Waschpuffer im Verhaltnis 1:1. Im Anschluss wurden die Schnitte fir zwei min einem

Waschpuffer ausgesetzt.
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3.5.1.4 Farbung mit Hamatoxylin-Eosin

Die entparaffinierten Gewebeschnitte wurden durch die absteigende Alkoholreihe geflhrt
und anschlieBend mit Aqua dest. gesplilt. Eine flinfminltige Farbung in Hamalaunlésung
(Mayers Hamalaunlésung, 9249, Merck, Darmstadt) schlof3 sich an. Nach einem weiteren
Spulschritt mit Aqua dest. und der Behandlung mit Leitungswasser wurden die Schnitte 30 s
lang in eine 1%ige Eosin-Lésung (Certistain®, Eosin G, Merck, Darmstadt) tberfuhrt. Bevor
die Schnitte mit Entellan® (SchnelleinschluBmedium, Merck, Darmstadt) eingedeckt wurden,
wurden sie erneut einem Spulschritt mit Aqua dest., der aufsteigenden Alkoholreihe und

einer abschliefenden Xylolbehandlung unterzogen.

3.5.2 Technovittechnik
3.5.2.1 Einbettung

Bei Technovit 9100® handelt es sich um ein Polymerisierungsgemisch auf Methyl-
Methacrylat-Basis, das aus folgenden Komponenten zusammengesetzt ist: Hartemittel 1 und

2, Polymerisierungsregler, PMMA-Puder, stabilisierter Basisldsung und PMMA-Granulat.

Die in 4 %igem Paraformaldehyd fixierten unentkalkten Knochenpraparate (Scheiben B und
C) wurden in 0,1 M Natriumphosphatpuffer fir 48 h gespdlt. Vor der endgultigen Einbettung
in Technovit 9100® kam es zu einer Dehydratation in einer aufsteigenden Alkoholreihe und

einer Infiltrierung mit Xylol als Zwischenlésung.

Die Immersion der Gewebeproben erfolgte in drei Stufen. Der Prainfiltration | mit Xylol und
stabilisierter Basislésung folgte die Prainfiltration 1I mit Harter 1 und stabilisierter
Basislosung. Die Infiltration wurde schlieRlich mittels Harter |, PMMA-Puder und
entstabilisierter Basislésung durchgeflihrt. Im Anschluss wurden die Praparate bei vier °C flr
zwei Tage inkubiert. Die infiltrierten Proben wurden auf Einbettformen (EXAKT,
Oststeinbeck) Ubertragen, die Polymerisierung mit einem Polymerisierungsgemisch auf Eis
folgte. Die auspolymerisierten Kunststoffblocke konnten nach zwei Tagen ausgebettet

werden.
3.5.2.2 Schnittanfertigung

Aus den Technovitblécken wurde mittels eines Hartmessers (Leica, NuBBloch GmbH) die
Technovitschicht abgetragen, bis das zu untersuchende Knochenpraparat zu sehen war. Die
Oberflache des verwendeten Technovitblockes wurde wahrend des Schneidevorgangs

regelmafig mit Schneideflissigkeit (30%iger Alkohol) befeuchtet. Anschliefend wurden die

31



Material und Methoden

Schnitte auf einen mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan  beschichteten  Objekttrager
(SuperFrost®Plus, Menzel-Glaser, Deutschland) Ubertragen und mit einer Streckflissigkeit
(70 %iger Alkohol) benetzt.

Die so gewonnenen Praparate wurden mittels einer Polyethylenfolie (Heraeus Kulzer,

Hanau) bedeckt und bei 50 °C Gber Nacht in einem Warmeschrank gelagert.

Im Vorfeld der Immunhistochemie mufdten die in Technovit eingebetteten Schnitte entplastet
werden. Entsprechend erfolgte eine Behandlung dreimalig fir 20 min mit 2-MEA (Merck-
Schuchardt, Hohenbrunn) und zweimalig fir finf min in reinem Aceton und

Aceton/Waschpuffer im Verhaltnis 1:1.

3.5.3 Antigennachweis

Paraffin- und Technovit-Schnitte dienten der Markierung mittels des monoklonalen
Antikérpers Anti-Human Smooth Muscle Actin (Dako, Glostrup, Danemark). Der verwendete
Antikorper wird zur farblichen Darstellung von myoepithelialen Zellen, Myofibroblasten und

glatten Muskelzellen verwendet.

Des Weiteren fanden die Schnitte Verwendung zur Darstellung von Kollagen |, das mittels
des polyklonalen Antikérpers Anti-Kollagen | (Biomex, Germany) detektiert wurde. Tabelle 6

gibt einen Uberblick der verwendeten Antikorper.

Tabelle 6: Verwendete Antikorper

Anti-Smooth Muscle Anti-Kollagen |
Primarantikorper Actin
Hersteller ngo Glostrup Biomex
Danemark
Verdiinnung 1:200 1:750
monoklonal /
polyklonal Monoklonal Polyklonal
Speziesreaktivitat Mensch Mensch
sekundarer . . : . .
Antikérper Kaninchen-Anti-Maus | Ziege-Anti-Kaninchen
Hersteller D?ko, Glostrup D.?_lko, Glostrup
Danemark Déanemark
Verdiinnung 1:400 1:800

Zur erfolgreichen Darstellung antigener Strukturen, war es notwendig eine Antigen-

Demaskierung mittels 0,05 M Tris / HCI mit 0,05 % Pronase (Dako, Danemark) bei einem
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pH-Wert von 7,2 durchzufiihren, die mit 0,1 M Tris-NaCl-Puffer abgestoppt wurde.

Die zur immunhistochemischen Untersuchung gewahlte Avidin-Biotin-Complex-Methode
(ABC-Methode) beinhaltet die Verwendung von einem Primarantikdrper, der gegen ein
spezifisches Antigen gerichtet ist, einem biotinyliertem Sekundarantikérper und dem Avidin-
Biotin-Komplex. Im Verlauf der Reaktion bindet das Avidinmolekll des Peroxidase-

konjugierten Avidin-Biotin-Komplexes an das im Sekundarantikérper enthaltene Biotin.

Zur Sichtbarmachung des Enzyms Peroxidase und somit des Antigen-Antikérperkomplexes
wurde das Chromogen (NovaRED™ Substrate Kit for Peroxidase, Vector Laboratories,

Burlingame, USA) verwendet.

Nach der Entparaffinierung bzw. der Entplastung wurden die Schnitte zur Unterbindung der
endogenen Peroxidase fur funf min in 0,3 %iges Wasserstoffperoxid (Merck, Darmstadt)
uberflhrt und anschlielend in eine Waschpuffer-Lésung mit 3% Schweineserum (Dako,
Glostrup/ Denmark) verbracht. Die Folge war eine Blockierung von unspezifischen
Antikérperbindungsstellen, mit dem Ziel, falsch positive Untersuchungs-Ergebnisse zu
verhindern. Es folgten zwei weitere Spllschritte, und wie in Tabelle 6 dargestellt, die
Inkubation mit den jeweiligen in Antibody-Diluent (Dako, Denmark) verdiinnten
Primarantikoérpern (Anti-Smooth Muscle Actin, Anti-Kollagen ) bei einer Temperatur von acht
°C fur 16 h.

Daraufhin folgte nach dem Abspllen der Primarantikorper, wie in Tabelle 6 dargestellt, die
Inkubation mit dem Sekundarantikérper (smooth Muscle Actin = Kaninchen Anti-Maus,

Kollagen | = Ziege Anti-Kaninchen) bei 20 °C fir eine h.

Nach einer erneuten Spulung mit Waschpuffer wurden die Praparate in dem mit 0,05 M Tris-
NaCl-Puffer verdinnten Avidin-Biotin-Complex (ABComplex/HRP, K0355, Dako, Denmark)
30 min lang bei 20 °C inkubiert. Im Anschluss an einen weiteren Spilgang kam es zur
Visualisierung der Reaktion durch Zugabe des Chromogens (NovaRed™Substrate Kit for
Peroxidase, Vector Laboratories, USA) und zur Heamatoxylin-Kernfarbung (Shandon
Scientific Ltd., UK). Die Dehydratation erfolgte nach Spulung in Aqua bidest. und dem 10
minltigen Blauen in Leitungswasser durch eine aufsteigende Alkoholreihe. Nach der Xylol-
Behandlung folgte die Eindeckung der Paraffinschnitte mit Entellan®
(Schnelleinschlussmedium, Merck, Darmstadt) und die der Technovitschnitte mit Technovit T
7200 (Heraeus Kulzer, Wehrheim).

Durch Inkubation der Praparate in einem Verdlinnungsmedium ohne Primarantikérper

wurden die benétigten Negativkontrollen erstellt.
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3.6 Dokumentation der Ergebnisse der Histologie und Immunhistochemie

Zur lichtmikroskopischen Auswertung wurde das Lichtmikroskop Zeiss Axioplan (Carl Zeiss,
Jena) verwendet. Die mittels des Bildmanagementsystems Leica IM 1000, Version 4,0 (Leica
Microsystems Digital Imaging, Cambridge, UK) bearbeiteten Bilder konnten mit Hilfe des
Axiophot 2 Mikroskop-Fotoaufsatzes (Carl Zeiss Jena) digital durch die Kamera DC 500

(Leica, Microsystems, Wetzlar) aufgenommen werden.

3.7 Transmissionselektronenmikroskopie
3.7.1 Epon-Einbettung

Die in Yellow-Fix fixierten Knochenscheiben (Scheibe D) (Tabelle 5) wurden fir 48 h in 0,1
M Natriumphosphatpuffer verbracht, um das verwendete Fixierungsmittel zu entfernen.
AnschlieRend wurde mit 1 %iger Osmiumtetroxidlésung (Platinum GmbH, Wiesbaden)
kontrastiert, 24 h mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer inkubiert und in einer aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert. Es folgte die Einbettung der Proben bei einer Temperatur von vier
°C in einem aufsteigenden Verhaltnis eines Epon-Xylol-Gemisches, bis hin zu reinem Epon
812 (Serva, Heidelberg). Das hier verwendete Einbettungsmedium auf Epoxidharzbasis
zeigte in vorausgegangenen Studien aufgrund der guten Ultrastrukturerhaltung eine gute
Eignung fur die Transmissionselektronenmikroskopie. Die Einbettung erstreckte sich Uber
drei Tage unter Unterdruck. Im Anschluss polymerisierten die Praparate fir zehn min im
Warmeschrank, fir 15 min im Exsikkator und schlielich bei 48 °C fir drei h im
Warmeschrank. Die Polymerisation wurde durch eine Inkubation bei 60 °C fur weitere 20 h

im Warmeschrank abgeschlossen.
3.7.2 Semidiinnschnitte und Elektronenmikroskopie

Aus den angefertigten Kunststoffblocken wurden mit Diamantmessern an einem
Ultramikrotom (Reichert-Jung, Wien, Osterreich) 0,5 - 1 pym dicke Semidinnschnitte
hergestellt. Es folgte die Ubertragung auf einen Objekttrager, die Trocknung auf einer
Heizplatte und die Farbung mit Safranin (Merck, Darmstadt). Nach einer Spulung mit Aqua
dest. wurde eine Gegenfarbung mit Toluidinblau durchgefuhrt, der ein erneuter Spllgang

und das Eindeckeln folgten.

Nach Auswahl der zu untersuchenden Bereiche auf den Semidinnschnitten konnten
Ultradinnschnitte mit einem Diamantmesser eines Ultramikrotoms (Reichert und Jung,
NuBloch) angefertigt werden. Mit Hilfe einer Mikropinzette wurden die Ultradiinnschnitte auf

Kupfernetze (Bal-tec, Witten) aufgezogen und getrocknet. AnschlieRend wurde durch
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Schnittkontrastierung mit Bleiacetat und Uranylacetat durchgefihrt.

Die Untersuchung und Dokumentation der Ultradlinnschnitte wurde mittels des

Elektronenmikroskops EM 109 (Carl Zeiss, Jena) durchgefihrt.
3.7.3 Farbung mit Safranin

Durch Ldsen von einem Gramm di—Natriumtetraborat (Merck, Darmstadt) und einem Gramm
Safranin (Merck, Darmstadt) in 100 ml Aqua bidest. wird die Safranin - Farbeldsung
hergestellt. Einem 30 minltigen Rihrvorgang folgt die Entplastung der Semidunnschnitte
und das Spulen mit Aqua dest.. Die anschlielende Farbung dauert finf s. Nach einem
weiteren Spulschritt mit Aqua dest., der Gegenfarbung mit Toluidinblau und einem finalen

Spulgang mit Aqua dest. werden die Praparate eingedeckelt.

3.8 Datenquantifizierung

Zur Datenquantifizierung der mittels Immunhistochemie visualisierten Kollagen I-positiven
Areale wurden Paraffin - Schnitte verwendet. Diese dienten dazu die Flachenausdehnung
der Kollagen I-positiven Osteoid- bzw. Geflechtknochenareale innerhalb der Defekte der

Tiere von den Gruppen I[/PRP-, lI/PRP+ und lll/Leerdefekte zu untersuchen.

Voraussetzung fur die optische Erfassung der zu quantifizierenden Osteoid- bzw.
Geflechtknochenareale war ein durch das Computerprogramm Image Pro Plus, Version 4.5
(Media Cybernetics Inc., Silver Spring, USA) deutlich erkennbarer Farbunterschied der
Kollagen I-positiven Areale zum umliegenden nicht oder nur mafRig markierten Gewebe.
Mittels des genannten Programmes wurde die Farbnuance der Kollagen |-Farbung detektiert
und gespeichert. Die durch das Chromogen deutlich gefarbten Kollagen I-positiven Areale

konnten so erfasst werden.

Es wurden jeweils vier Schnitte pro Tier der Gruppe I/PRP-, Gruppe II/PRP+ und der Gruppe
[ll/Leerdefekte untersucht. Zur Untersuchung der Schnitte wurden entlang der Bohrkante des
kreisformigen Defektbereiches jeweils rechteckige Messfelder mit einer Flache von jeweils
5,94 mm2 angelegt (Abbildungen 3a, b). Die Anzahl der verwendeten Rechtecke schwankte
zwischen zwei und sechs pro Praparat. Diese Messfelder wurden anschlielend mittels
ellipsenférmigen AOIls (area of interest) mit einer Flache von jeweils 0,695 mm?2 aufgefuillt
(Abbildungen 4a, b). Hier lag die Anzahl der AOIs zwischen zwei und sechs in einem
Rechteck.

Die Kollagen |-positiven Areale wurden durch das Computerprogramm als rote Flachen auf
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dem Bildschirm dargestellt und in ,% pro Gesamtflache® umgerechnet. Somit konnte fir
jedes einzelne Tier der drei genannten Gruppen ein Mittelwert errechnet werden, woraus die
jeweiligen Mittelwerte der Gruppen I/PRP-, II/PRP+ und lll/Leerdefekte abgeleitet wurden.

Abbildung 3: Dokumentation der Messmethode. Rechteckige Messfelder entlang der Bohrkante
des Defektes. a: Schema des Defektes und der angelegten Messfelder. Die Kollagen I-positiven
Areale sollen durch die blauen Kreise symbolisiert werden.b: Paraffinschnitt, Kollagen I-

Immunhistochemie, Gegenfarbung mit Hamatoxylin, (VergroRerung x12,5).

Abbildung 4: Dokumentation der Messmethode. AOIs innerhalb eines rechteckigen

Messfeldes. a: Schema eines Defektanschnitts. Die Kollagen I-positiven Areale sollen durch die
blauen Kreise symbolisiert werden.b: Paraffinschnitt, Kollagen I-lmmunhistochemie,
Gegenfarbung mit Hamatoxylin (VergréBerung x50).

Mittels eines Kruskal — Wallis Tests wurde die statistische Auswertung der Mittelwerte pro

Tier in den Gruppen I/PRP-, der Gruppe II/PRP+ und der Gruppe lll/Leerdefekt durchgefihrt.
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4. Ergebnisse
4.1 Postoperativer Verlauf

Abgesehen von einem Tier aus der Gruppe I/PRP-, bei dem eine Patellaluxation auftrat,
verlief die postoperative Phase bei allen Tieren komplikationslos. Die operierten Gliedmalien
wurden nach einer Woche bereits wieder belastet. Gewebeproben des Tieres mit der

Patellaluxation wurden von den Untersuchungen ausgeschlossen.

4.2 Wachstumsfaktoren-Konzentrationen im Blut-Plasma und im

Thrombozytenkonzentrat

Die mittels ELISA-Verfahren ermittelten Werte von PDGF-BB stiegen, im Vergleich zu den
Werten im Blutplasma, im Thrombozytenkonzentrat um den Faktor 7 an. Im Vergleich zum
Blutplasma erhéhte sich auRerdem der Konzentrationswert von TGF-31 um den Faktor 1,6.
Der gréRte Konzentrationsanstieg im Thrombozytenkonzentrat um den Faktor 24,4 konnte

bei bFGF verzeichnet werden.

Die PDGF-AB Konzentration konnte aufgrund der fehlenden Antikdrperbindung nicht ermittelt

werden, wahrend die VEGF-Konzentrationen unter der Detektionsgrenze lagen.

Tabelle 7: Mittels ELISA ermittelte Konzentrationen der Wachstumsfaktoren im

Thrombozytenkonzentrat und dem Blutplasma

Wachstumsfaktor Thrombozytenkonzentrat Blutplasma
(pg / ml) (pg / ml)
VEGF <10 <10
PDGF-AB Keine Ak-Reaktion Keine Ak-Reaktion
PDGF-BB 2.452 .1 343,45
TGF-31 11.129,0 6.678,1
bFGF 334,1 13,69

4.2.1 Thrombozytenkonzentrat

Die Thrombozytenzahl der sechs Spendertiere betrug im Mittel 267.000 +/- 33.000

Thrombozyten / | Vollblut.

Im Thrombozytenkonzentrat wurde ein Konzentrationsanstieg um den Faktor vier
verzeichnet, was einer Konzentration von 1.300.000 +/- 700.000 Thrombozyten / | PRP

entsprach.
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4.3 Histologie
Gruppe I/PRP-

In Hinsicht auf Anzahl und Verzweigungsgrad der Knochenbalkchen werden die Symbole (+)
fur eine niedrige Anzahl und einen geringen Verzweigungsgrad, (++) fur eine maRige Anzahl
mit maRigem Verzweigungsgrad und (+++) fur eine groRe Anzahl von Knochenbalkchen mit

starkem Verzweigungsgrad verwendet.

In der UbersichtsvergroBerung kann in allen Schliffpraparaten eine breite Zone aus
Ostimpartikeln, neugebildetem Knochen und Granulationsgewebe in der Peripherie des

Defektes, entlang der Bohrkante beobachtet werden (Abbildungen 5, 6a).

Der neugebildete Geflechtknochen ist von dem Lamellenknochen des Knochenlagers durch
die starkere Anfarbbarkeit, die unregelmafige Textur, vor allem aber durch das Fehlen von
Osteonen und damit von Speziallamellen und Schaltlamellen zu unterscheiden
(Abbildungen 6a, b, c).

Die Defektzentren sind haufig durch das Fehlen von Granulationsgewebe und
Knochenersatz gekennzeichnet. Sie sind stets frei von neugebildetem Knochen (Abbildung
5).

Die Zonen zwischen den einzelnen unregelmaRig verteilten Implantatpartikeln und dem
Geflechtknochen werden durch Granulationsgewebe mit einer Vielzahl an Zellen,
einwachsenden GefalRen und zum Defektrand parallel verlaufenden Fasern aufgeflllt
(Abbildung 6a). Das Zellbild des Granulationsgewebes wird von den in groRer Anzahl
vorhandenen Fibroblasten, spindelférmigen Fibrozyten, multinukledren Zellen und zum Teil
einzeln oder gruppenweise angeordneten polymorphen mononuklearen Zellen dominiert.
Osteoblasten liegen dem Geflechtknochen, der die Oberflache des Knochenersatzes umgibt,
auf (Abbildung 6b), dort wo sie fehlen, sind in der Regel multinukleare Zellen mit

zytoplasmatischen Einschlissen anzutreffen.

Der Knochenersatzstoff Ostim® liegt partikular im Granulationsgewebe vor. Die
PartikelgroRe des verwendeten Knochenersatzstoffes variiert von 0,07 mm bis zu 1,37 mm,

der schwach grau bis hellblau angefarbt ist (Abbildung 5).

Um das Implantatmaterial, das sich bei dem Uberwiegenden Anteil der untersuchten
Praparate vermehrt in der Peripherie des Defektes befindet und eine zur Bohrkante hin
zunehmende Auflockerung der Materialdichte aufweist, sind deutlich neugebildete Geflecht -

Knochenbalkchen zu erkennen (Abbildung 6b).
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Knochenneubildungsprozesse manifestieren sich besonders entlang der Oberflachen des
Lagerknochens (Abbildung 6¢). Sie sind an den zahlreich vorhandenen und deutlich
verzweigten (+++) Knochenbalkchen zu erkennen (Abbildungen 5, 6a, b). Bei dem Grolteil
der Versuchstiere der Gruppe | (n=6) ist ein gleichmaRiger und starker (+++) Einwuchs zu
erkennen. Der Bereich der Bohrkante ist hier annahernd vollstandig von neugebildetem
Knochen flankiert, der ca. 1/5 des Flachenanteils des Bohrloch-Defektes bedeckt
(Abbildung 5). Bei den Ubrigen Tieren (n=2) sind starke individuelle Schwankungen zu
verzeichnen. Der neugebildete Knochen ist in Bezug auf die Menge und den
Verzweigungsgrad als gering (+) bis maRig (++) einzustufen und variiert in Bezug auf die
Gleichmaligkeit des Einwuchses. So zeigen sich entlang der Bohrkante Bereiche mit
mafiger Knochenneubildung bis hin zu Arealen mit geringer oder fehlender

Knochenneubildung.

Neben dem neugebildeten Knochen sind im Granulationsgewebe aller Tiere zusatzlich
mafig basophile stralenahnlich verlaufende faserreiche Strukturen zu erkennen, die von
perlschnurartig aufgereihten Osteoblasten flankiert werden. Die kubisch geformten Zellen
orientieren sich in Verlangerung der Osteoidsdume in Richtung Defektzentrum (Abbildung
7).

Zusammenfassend ist in dieser Gruppe eine Uberwiegend starke (+++)
Knochenbalkchenbildung im Bereich der Bohrkante und um die Implantatpartikel zu
verzeichnen. Die Granulationsgewebebildung zeigt eine kontinuierliche Abnahme von der
Bohrkante zum Defektzentrum hin. Es findet keine vollstandige kndcherne Konsolidierung
der Defekte statt (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Defekt in der Ubersicht, Gruppe I/PRP-, Diinnschliffhistologie,
Toluidinblau-Farbung (VergroBerung x 12,5)

Neugebildete Knochenbalkchen (N) in hoher Anzahl und hohem Verzweigungsgrad
fullen die Defektperipherie. Sie stehen iiber den Bereich der Bohrkante (B) mit dem
Lagerknochen (L) in Verbindung. Die Implantatpartikel (O) sind als maRig basophile

Konglomerate innerhalb des Defektes zu erkennen.
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Abbildung 6: Strukturelle Details der Defekte, Gruppe I/PRP-
a, b: Diinnschliffhistologie,Toluidinblau-Farbung (a: VergroBerung x 25;
b: VergréBerung x 100)
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c: Semidiinnschnitt, Safranin O und Toluidinblau-Farbung(VergréBerung x400; Inset:
VergroRerung x 1000)

a, b: In der Defektperipherie ist neben Granulationsgewebe (G), Implantatpartikeln (O)
neugebildeter Knochen (N) zu sehen. b: Dieser (N) umschlieBt einige der
Implantatoberflachen (O) bereits volistindig. c: Mineralisierte Geflechtknochenareale
(N) sind intensiv rot angefarbt, wiahrend sich das Osteoid nur maRig rot anfarbt.
Kubisch geformte Osteoblasten (Pfeile) liegen dem Osteoid an. Im Granulationsgewebe

(G) sind Fibroblasten (transparente Blockpfeile) und Kapillaren (Ka) zu erkennen.

% | .

Ka

e
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Abbildung 7: Strukturelles Detail eines Defektes, Diinnschliffhistologie, Gruppe I/PRP-,
Toluidinblau-Farbung (VergroBerung x100)

Innerhalb des Granulationsgewebes (G) sind perlschnurartig aufgereihte Osteoblasten

(Pfeile) zu sehen, die maRig basophile Faseranschnitte flankieren. Ka = Kapillare.

Gruppe II/PRP+

Bei der Beurteilung des Implantatmaterials fallt auf, dass in der Gruppe II/PRP+ deutlich
kleinere Partikel dominieren als in den Defekten der Gruppe I/PRP-. Die GroRe der

Knochenersatzpartikel variiert hier von 0,01 mm bis zu 0,89 mm.

Wie in der Gruppe I/PRP- findet auch bei den Tieren dieser Gruppe nach 20 Tagen keine
vollstdndige knocherne Konsolidierung der Defekte statt. Bei dem neugebildeten
Knochengewebe handelt es sich wie in der Gruppe I/PRP- ausschlieBlich um

Geflechtknochen.
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Die Defektzonen der Tiere weisen grofde individuelle Schwankungen in Bezug auf Anzahl
und Verzweigungsgrad der Knochenbalkchen auf. Bei funf Tieren ist entlang der Bohrkante
ein geringer (+) Knochenzuwachs ausgehend vom Bereich des Lagerknochens zu
verzeichnen. Bei einem weiteren Teil der Versuchstiere (n=2) ist ein starker (+++) Zuwachs
an Knochen zu erkennen, der bis in etwa 1/5 der Defektflache hineinragt. Ein Tier zeigt eine

mafRige (++) Knochenneubildung, ebenfalls ausgehend vom Lagerknochen.

Abbildung 8:
Diinnschliffhistologie,
Gruppe II/PRP+, Toluidinblau-
Farbung (VergréBerung x12,5)

Vom Lagerknochen (L) geht
stellenweise eine sparliche
Knochenneubildung (N) aus
(linker Bildrand), wahrend
benachbarte Areale einen
starken Einwuchs aufzeigen
(rechter Bildausschnitt). Das
Defektzentrum (D) ist frei von
Granulationsgewebe und
Implantatpartikein.

Auffallig sind (n=5) an der Bohrkante auftretende unregelmaRige Oberflachen des
Lagerknochens, die nicht von neugebildetem Knochen bedeckt sind, und an

Resorptionslakunen von Osteoklasten erinnern (Abbildung 9a).

Des Weiteren kommt es bei allen Tieren dieser Gruppe zu individuellen Schwankungen
bezogen auf die Gleichmaligkeit des Knocheneinwuchses. Es fallen immer wieder Bereiche
an der Bohrkante auf, die frei oder annahernd frei von neugebildetem Geflechtknochen sind,
wahrend benachbarte Areale innerhalb des gleichen Praparates einen starken (+++)

Knochenzuwachs aufzeigen (Abbildungen 8, 9b).

In den Defekten der Gruppe I[I/PRP+ sind die strallendhnlichen Anordnungen von
Osteoblasten innerhalb des Granulationsgewebes seltener vorhanden und in ihrer

Flachenausdehnung geringer ausgepragt als in der Gruppe I/PRP-.

Des Weiteren werden Unterschiede in der Verteilung und Menge des neugebildeten
Knochens deutlich. Die Oberflachen der Knochenersatzstoff-Partikel sind in dieser Gruppe

nur ca. zu 1/3 von neugebildetem Knochen bedeckt. Die von neugebildetem Knochen nicht
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bedeckten Implantatoberflachen sind von multinuklearen Riesenzellen besetzt. Entlang der
Implantatoberflachen sind sie als Zellen mit bis zu 20 Zellkernen in der Schnittebene zu
identifizieren, die teilweise intrazytoplasmatische Einschlisse in der gleichen Farbe und

Struktur wie das Implantatmaterial aufweisen.

Zusammenfassend ist somit festzustellen, dass neben dem verminderten Vorkommen von
neugebildetem Knochen in Bereichen um die Implantatpartikel im Vergleich zu Gruppe
I/PRP- ein in Anzahl und Verzweigungsgrad geringerer Anteil an ungleichmafig

eingewachsenem Geflechtknochen entlang der Bohrkante vorhanden ist.

Identisch sind hier die von Knochenneubildung, Granulationsgewebe und Knochenersatz

ausgesparten Zentren der Defekte.

Abbildung 9 a, b: Diinnschliffhistologie, Gruppe Il/PRP+, Toluidinblau-Farbung
(a: VergroBerung x 25; b: VergroRerung x 12,5)

a: Der Lagerknochen (L) zeigt entlang der Bohrkante (B) eine unregelmaRig gestaltete
Oberflache (Pfeile), die frei von Knochenneubildung ist. D = Defektzentrum; O =

Implantatpartikel

b: Ausschnitt der Bohrkante (B), der durch starke Knochenneubildungsprozesse (N)
gekennzeichnet ist. Zwischen den Geflechtknochenbalkchen befindet sich

Granulationsgewebe (G). L = Lagerknochen.
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Gruppe lll/Leerdefekte

Bei allen Leerdefekten (n=4) geht eine maRige (++) bis starke (+++) Knochenneubildung von
der Bohrkante aus. Die Knochenbalkchen beschranken sich auf die Peripherie des Defektes
und nehmen in Bezug auf die Querschnittsgesamtflache des Defektes ca. 1/5 der Flache ein
(Abbildungen 10 a, b). Die Defekte sind bis in das Defektzentrum mit zellreichem

Granulationsgewebe aufgefillt (Abbildung 10a).

Neben zahlreichen GefalRanschnitten ist in dem zellreichen Granulationsgewebe eine grof3e
Zahl an Fibroblasten zu erkennen. Die Fasern des Granulationsgewebes sind in allen drei
Ebenen des Raumes angeordnet (Abbildung 10b). Multinukledre Zellen treten nicht in

Erscheinung.
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Abbildung 10 a, b: Diinnschliffhistologie, Gruppe lll/Leerdefekt, Toluidinblau-Farbung
Knochenneubildung und Granulationsgewebe eines Leerdefektes, (a: VergroRerung
x10; b: x25)
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a, b: Von der Bohrkante (B) ausgehende Knochenneubildung (N).

Der Grad der Mineralisierung des Geflechtknochens spiegelt sich in den Nuancen der
Blaufarbung der Knochenmatrix wider. So farbt sich der mineralisierte
Geflechtknochen nahe der Bohrkante intensiv an, wahrend in Richtung
Granulationsgewebe auswachsende Balkchen aufgrund noch nicht erfolgter
Mineralisierung nur schwach blau angefarbt sind. Dichte Kollagenfaserbiindel (Pfeile)
orientieren sich in Verlangerung der Geflechtknochenareale in Richtung auf das
Defektzentrum (D). Die Lamellenstruktur des Lagerknochens (L) ist deutlich erkennbar.
Die gesamte Querschnittsflache des Defektes wird von Granulationsgewebe (G)
ausgefulit.
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Tabelle 8: Ubersicht der Gruppen I/PRP-, II/PRP+, lll/Leerdefekte beziiglich Menge,

Vorkommen und Art des neugebildeten Knochens, GréRBe und Verteilungsmuster der

Implantatpartikel und dem Vorkommen von Zellen

Gruppe I/PRP-

Gruppe Il/IPRP+

Gruppe lll/Leerdefekte

Menge des
neugebildeten
Knochens

(+++¥)n=6

(+)bis (++)n=2

(+++)n=2
(++)n=1

(*)n=5

(++) bis (+++)n =4

Vorkommen des
neugebildeten

entlang der Bohrkante
(n=8)

entlang der Bohrkante

entlang der Bohrkante

Knochens
entlang der Oberflache | partiell entlang der
der  Implantatpartikel | Oberflache der
(n=8) Implantatpartikel
Art des Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen
neugebildeten
Knochens

Durchschnittliche
GroRe der
Ostimpartikel

0,07 mm bis 1,37 mm

0,01 mm bis 0,89 mm

Verteilungsmuster
der Ostimpartikel

Im
Granulationsgewebe
v.a. in der Peripherie
des Defektes

Im
Granulationsgewebe
v.a. in der Peripherie
des Defektes

Vorkommen von
Zellen

Fibroblasten

spindelférmige
Fibrozyten

Osteoblasten

polymorphe
mononukleare Zellen

multinukleare
Riesenzellen

Fibroblasten

spindelférmige
Fibrozyten

Osteoblasten

polymorphe
mononukleare Zellen

zahlreiche
multinukleare
Riesenzellen

Fibroblasten
vereinzelt Lymphozyten

Osteoblasten

Knochenbalkchen:

(++)

(+)

(+++) groRe Anzahl mit starkem Verzweigungsgrad
mafige Anzahl mit maRigem Verzweigungsgrad

niedrige Anzahl und einen geringen Verzweigungsgrad
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4.4 Immunhistochemie ASMA-Nachweis
Gruppe I/PRP-

Die mittels Anti-ASMA-AK markierten Zellen sind haufig spindelférmig geformt und besitzen
lang auslaufende Fortsatze. Sie zeigen ein vermehrtes Vorkommen innerhalb des
Granulationsgewebes nahe der Bohrkante des Defektes (Abbildung 11). In Richtung auf
das Defektzentrum treten die AK-markierten Zellen mit fibroblastenahnlichem Aussehen nur
vereinzelt auf. Sie zeigen eine gleichmallige Braunfarbung ihres Zytoplasmas, wahrend die
Zellkerne keine Reaktivitat aufweisen. Zusatzlich treten im Wandbereich von Kapillaren

ASMA-positive Perizyten in Erscheinung (Abbildungen 11, 12 a, b).

Aufgrund der Fibroblasten-Morphologie und ASMA-Reaktivitdt sind die entsprechend

markierten Zellen des Granulationsgewebes als Myofibroblasten anzusprechen.
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Abbildung 11: Ausschnitt eines Defektes nahe der Bohrkante, Paraffinschnitt,

Gruppe I/PRP-, Immunhistochemie mittels Anti-ASMA-Antikorpern, Kernfarbung

mittels Hamatoxylin (VergroBerung x100)

Ansammlung von ASMA-positiven Myofibroblasten (My) entlang der Bohrkante (B).
L = Lagerknochen; O = Implantatpartikel; Ka = Kapillare; N = neugebildeter Knochen
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Abbildung 12 : Ausschnitt des Granulationsgewebes nahe der Bohrkante,

Paraffinschnitt, Gruppe I/PRP-, Inmunhistochemie mittels Anti-ASMA-

Antikorpern, Kernfarbung mittels Hamatoxylin

a: Die detektierten Myofibroblasten (dicke Pfeile) liegen innerhalb des zellreichen
Granulationsgewebes (G). Die Zellauslaufer sind je nach Schnittebene tber
unterschiedlich weite Wegstrecken zu verfolgen. ASMA-positive Perizyten (P)
begrenzen die Wandung der in dieser Abbildung quergeschnittenen GefaBe. O =

Implantatpartikel; = = multinukledre Riesenzelle (VergroRerung x400)

b: Das Zytoplasma des Myofibroblasten (dicker Pfeil) zeigt eine deutliche ASMA-
Reaktivitit, ebenso wie zahlreiche Myofibroblastenfortsatzanschnitte innerhalb
des Granulationsgewebes. Benachbarte Fibroblasten (diinne Pfeile) des

Granulationsgewebes zeigen dagegen keine Reaktivitidt gegeniiber den
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Anti-ASMA-Antikorpern. Zirkular um GefaBanschnitte sind ASMA-positive Perizyten (P)
angeordnet (VergrofRerung x1000)

Gruppe II/PRP+

In der Gruppe II/PRP+ sind, gegenliber den beschriebenen Verhaltnissen im
Granulationsgewebe der Defekte von Gruppe I/PRP-, keine Unterschiede im raumlichen
Verteilungsmuster, der intrazytoplasmatischen Reaktivitdt sowie der Anzahl und der

Morphologie der ASMA-positiven Zellen festzustellen.
Gruppe lll/Leerdefekte

Im Granulationsgewebe der Leerdefekte sind ASMA-positive Zellen gleichmafig verteilt und
entsprechen in ihrer Morphologie und Reaktivitat den in den Gruppen I/PRP- und der Gruppe
[I/PRP+ vorkommenden ASMA-positiven Myofibroblasten. ASMA-reaktive Perizyten treten

entlang der Blutgefallwandungen ebenso in Erscheinung (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Defekt in der Ubersicht, Paraffinschnitt, Gruppe

lll/Leerdefekte, Immunhistochemie mittels anti-ASMA-Antikorpern.

Innerhalb des Granulationsgewebes (G) sind zahlreiche ASMA-

synthetisierende Myofibroblasten (My) markiert. (VergroBerung x100)

B = Bohrkante; L = Lagerknochen; Ka = Kapillaren
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Negativkontrollen

In den Negativkontrollen sind keine Immunoreaktivitdten nachweisbar.

4.5 Immunhistochemie Kollagen I-Nachweis
Gruppe I/PRP-

Durch die Markierung mittels des Kollagen I|-Antikorpers sind die Kollagen | enthaltenden
Areale der Knochenmatrix als braungefarbte Bereiche in den Praparaten visualisiert.

Die als Geflechtknochen detektierten Areale korrespondieren rdumlich mit dem
neugebildeten Knochen, der in Lagernahe lokalisierte Implantatpartikel umgibt und entlang

der Bohrkante ausgepragt ist (Abbildung 14).

In den Bereichen zwischen neugebildetem Knochen, Ostimpartikeln und Lagerknochen sind
innerhalb des Granulationsgewebes Kollagen I-positive Fasern detektiert. Diese jedoch nur
mafig braungefarbten Fasern sind in allen drei Ebenen des Raumes angeschnitten, was auf

die Ausbildung eines Kollagen-I Fasernetzes innerhalb des Granulationsgewebes verweist.

...
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Abbildung 14: Ausschnitt eines Defektes nahe der Bohrkan

I/IPRP-, Immunhistochemie mittels Anti-Kollagen I-Antikorpern, Gegenfarbung mit

X

te, Paraffinschnitt, Gruppe

Hamatoxylin (VergréBerung x50).

Wihrend der Lagerknochen (L) intensiv geférbt ist, sind die Kollagenfasern des
Geflechtknochens (N) und des Granulationsgewebes nur maBig angefarbt. Die
Implantatpartikel (O) sind aufgrund der Gegenfarbung mit Hamatoxylin blau angefarbt.

B = Bohrkante
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Abbildung 15: Ausschnitt eines Defektes nahe der Bohrkante, Paraffinschnitt,

Gruppe I/PRP-, Inmunhistochemie mittels Anti-Kollagen I-Antikorpern,

Gegenfarbung mit Himatoxylin (VergroBerung x50)

Zwischen Lagerknochen (L) und Ostimpartikeln (O) ist ein breiter
Granulationsgewebesaum (G) lokalisiert. MaRig braungefarbte Kollagenfasern sind
hier in allen drei Richtungen des Raumes angeschnitten. Die Knochenersatzpartikel
(O) sind in der Peripherie des Defektes von schmalen Kollagen | positiven Saumen
umgeben (Pfeile). Wahrend zentral positionierte Partikel keine Osteoid - Umhiillung
aufweisen. In diesen zentralen Bereichen des Defektes (D) ist ebenfalls kein

Granulationsgewebe vorhanden.
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Gruppe II/PRP+

Der Uberwiegende Anteil der Tiere (n=6) zeigt einen Kollagen I-positiven Saum in Form von
Granulationsgewebe zirkular entlang des Lagerknochens (Abbildung 16a). Die detektierten
Fasern sind in ihrer Verlaufsrichtung parallel zu der Bohrkante angeordnet. Nur bei wenigen
Individuen (n=2) zeigt sich Kollagen I-positiver Geflechtknochen zirkular entlang der
Bohrkante (Abbildung 16b).

Markierte Osteoid - Areale entlang der Ostimpartikel fehlen oder sind nur schwach
ausgepragt. In Ubereinstimmung mit den Befunden der Histologie ist auch auf Ebene der
Immunhistochemie die kndcherne Integration der Implantatpartikel in der Gruppe |lI/PRP+

deutlich schwacher ausgepragt als in der Gruppe I/PRP-.

Zusammenfassend sind folgende Befunde hervorzuheben: Bei dem uberwiegenden Anteil
der Tiere befindet sich ,parallelfaseriges“ Granulationsgewebe entlang der Bohrkante. Eine
in Anzahl und Verzweigung deutlich geringere Geflechtknochenbildung (n=6) entlang der
Bohrkante als auch um die Oberflachen der Implantatpartikel sind festzustellen (Abbildung
16a, b, c).
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Abbildung 16: Ausschnitt des Defektes nahe der Bohrkante, Paraffinschnitt, Gruppe

I/PRP+, Inmunhistochemie mittels Anti-Kollagen I-Antikorpern, Gegenfarbung mit

Hamatoxylin

a: Reprasentativ fiir den liberwiegenden Anteil der Tiere ist ein breiter
Granulationsgewebesaum (G) zwischen Knochenlager (L) und Knochenersatzpartikeln
(0), in dem detektierte Kollagen I-Fasern dominieren. Die Osteoidsdume des

Lagerknochens sind deutlich zu erkennen (Pfeile). (VergroRerung x50)

b: Neugebildeter Geflechtknochen (N) entlang der Bohrkante (B) ausgehend vom
Knochenlager (L). Das Osteoid des Geflechtknochens ist maBig braun gefarbt (Pfeile)

(VergroRerung x50).

c: Bezirke sparlicher Knochenneubildung (N) entlang des Lagerknochens (L). In
Richtung Defektzentrum (D) fallen zahireiche in unterschiedlicher GroRe vorkommende
Knochenersatzpartikel (O) auf (VergroBRerung x50).
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Gruppe lll/Leerdefekte

Die Leerdefekte (n=4) sind bis hin zum Defektzentrum mit Granulationsgewebe ausgeflllt, in
dem detektierte Kollagenfasern in unterschiedlichen Verlaufsrichtungen zu erkennen sind.
Entlang der Bohrkante farben sich die Osteoidsdume des Lagerknochens und des

neugebildeten Knochens deutlich an.

Von den Bohrkanten der Leerdefekte (n=4) geht eine maRige (++) bis starke (+++)

Knochenneubildung aus.
Negativkontrollen

In den Negativkontrollen sind keine Immunoreaktivitdten nachweisbar (Abbildung 17).

Abbildung 17: Negativkontrolle
Gruppe I/PRP-, Gegenfarbung mit
Hamatoxylin (VergroBerung x200).

Im Granulationsgewebe sind keine
Kollagen I-positiven Strukturen
markiert. Die leichte Blaufarbung
resultiert aus der Kernfarbung
mittels Hamatoxylin.

G = Granulationsgewebe
O = Implantatpartikel

Ka = Kapillare
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4.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Im Rahmen der ultrastrukturellen Untersuchung zeigen die Gruppen I/PRP- und IlI/PRP+ auf
qualitativer Ebene keine Unterschiede im Hinblick auf die Art und Morphologie der in den
Defektregionen dominierenden Zellen. Daher werden die ultrastrukturellen Merkmale der
peripheren und zentralen Defektbereiche im Folgenden fir beide Gruppen gemeinsam
dokumentiert. Dartber hinaus stimmen die ultrastrukturellen Merkmale der Myofibroblasten

bei allen drei Gruppen Uberein.

Ultrastrukturelle Details peripherer Defektregionen entsprechen Bereichen entlang der
Bohrkante, in denen bereits lichtmikroskopisch Knochenneubildungsprozesse zu erkennen

sind.

Neugebildete Geflechtknochenareale sind als elektronenhelle Bezirke zu identifizieren.
Innerhalb des Geflechtknochens sind in ihrer Struktur aufgelockerte Implantatpartikel
unterschiedlicher Grofle zu sehen, die sich als maRig elektronendichte Areale von dem
elektronenhellen Geflechtknochen deutlich abgrenzen. Die Implantatoberflachen stehen
lickenlos in engem raumlichen Kontakt zu dem neugebildeten Geflechtknochen, was auf die
vollstandige Osseointegration der Partikel verweist. Des Weiteren fallen in den
elektronenhellen Geflechtknochen eingebettete Zellen auf, deren rundovaler, morphologisch
intakter Zellkern entlang seiner Kernmembran durch das elektronendichte Heterochromatin
gesaumt wird. Es handelt sich um ausdifferenzierte Osteozyten, von denen stellenweise nur

die Zytoplasmaanschnitte in der Schnittebene liegen (Abbildung 18).

Die zum Granulationsgewebe hin gerichteten, maRig elektronendichten, noch nicht
mineralisierten Oberflachen des Geflechtknochens werden von kubisch geformten
Osteoblasten gesaumt (Abbildungen 18, 19a). Die den neugebildeten Knochen
flankierenden Osteoblasten besitzen grolie elektronenhelle Zellkerne von rundlich-ovaler
Gestalt. Das kontrastreiche Heterochromatin konzentriert sich vor allem entlang der inneren
Kernmembran. In Abhangigkeit der Schnittebene lassen sich stellenweise Kernkdrperchen

identifizieren.

Im organellenreichen Zytoplasma dominiert das raue endoplasmatische Retikulum (rER). Es
verlauft meanderférmig, und seine Zisternen sind mit einer homogenen, maRig
elektronendichten Substanz aufgefullt (Abbildung 19b).

Die in Nahe des Defektzentrums gelegenen Bereiche bestehen aus Granulationsgewebe.

Neugebildete Geflechtknochenareale sind nicht ausgebildet.

Der Interzellularraum des Granulationsgewebes besteht aus Fasern unterschiedlicher
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Verlaufsrichtungen, in deren unmittelbarer Nahe stellenweise elektronendichte punktférmige
Strukturen lokalisiert sind (Abbildungen 20a, 22). Diese sind als Mineralisationspunkte zu
bezeichnen. Sie befinden sich geh&uft am Ubergang des Granulationsgewebes in den
Geflechtknochen. Die mehrere  Mikrometer langen, zum Teil zu Bindeln
zusammengefassten Fasern zeigen im Langsschnitt bei sehr hoher Vergrofierung eine
deutliche Querstreifung (Abbildung 22), was sie als Kollagenfasern charakterisiert. Der
Raum zwischen den Fasern wird von einer granulierten, mafig elektronendichten Substanz
(ECM) gefullt, deren Kontinuitat immer wieder von elektronenhellen optisch leeren Arealen
unterbrochen wird (Abbildung 22).

Bei den in den Interzellularraum eingebetteten Zellen dominieren zwei Zelltypen: einerseits
treten Myofibroblasten in Erscheinung, andererseits Makrophagen unregelmafRliger Gestalt

und Elektronendichte des Zytoplasmas (Abbildungen 20a, b).

Die langgestreckten, fibroblastenahnlichen Zellen enthalten typischerweise grofie helle
Zellkerne unregelmalliger Gestalt mit einem elektronendichten Saum entlang der inneren
Kernmembran, vergleichbar mit der Chromatinverteilung in den Zellkernen von Osteoblasten.
In Erscheinung treten aulRerdem in Form, GrofRe und Elektronendichte variierende

intrazytoplasmatische Einschllisse (Abbildungen 21a, b).

Neben dem Golgiapparat, bestehend aus hintereinander gelagerten zusammengefalteten
Doppelmembransackchen, dominieren im Zytoplasma der Myofibroblasten meanderférmig
verlaufende Schlauche des rauen endoplasmatischen Retikulums (rER), die abschnittsweise
ein erweitertes Lumen aufweisen, das mit einer homogen maRig elektronendichten Substanz
geflllt ist (Abbildung 22). Ein auffalliges Merkmal der fibroblastenahnlichen Zellen stellen
die parallel zur Ladngsachse der Zellen angeordneten Aktin-Filamente dar, die einerseits
direkt unterhalb der Zellmembran verlaufen und sich andererseits bis in die Spitzen der
dinnen Zytoplasmaauslaufer verfolgen lassen (Abbildungen 21a, b, 22). Die
Zytoplasmaauslaufer werden mit zunehmender Entfernung vom Zellleib immer schlanker und
stehen teilweise in engem Kontakt zu umgebenden Erythrozyten oder umgreifen
benachbarte Makrophagen tentakelartig (Abbildung 23). Diese Momentaufnahme erinnert

an einen Phagozytosevorgang.

Bei der Betrachtung der Myofibroblasten fallen subplasmalemmal lokalisierte
Filamentplaques auf. An diesen Stellen kommt es neben Kontinuitatsunterbrechungen der
Zellmembran zu Anhaufungen von Filamenten, die in transmembranéser Ausrichtung bis in
die ECM des Interzellularraumes zu verfolgen sind. Bei diesen von intra- nach extrazellular
ausgerichteten Filamentstrukturen handelt es sich um sogenannte Fibronexus (Abbildung
22).
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Abbildung 18:
Transmissionselektronen-
mikroskopische Ubersicht eines

peripheren Defektbereiches.

Der neugebildete elektronenhelle
Geflechtknochen (N) ist deutlich
von den umliegenden kubisch
geformten Osteoblasten und deren
Zytoplasmaanschnitten (Pfeile) im
rechten unteren Bildabschnitt
abzugrenzen. Innerhalb des
Geflechtknochens befinden sich
neben Implantatpartikeln (O)
verschiedener GroRe Osteozyten
(Z), von den stellenweise nur
Zytoplasmaanschnitte zu erkennen

sind.
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Neben den Myofibroblasten dominieren innerhalb des Granulationsgewebes Zellen, die
durch ihre Vvielgestaltige Erscheinungsform und einen unregelmafigen, maRig
elektronendichten Zellkern charakterisiert sind. Hervorstechend sind hier die in
Elektronendichte, Gestalt und Grofe variierenden Zytoplasmainklusionen. Als weiteres
wichtigstes Merkmal kdnnen die typischen pseudopodienartigen Zytoplasmaauslaufer
angesehen werden, die zum Teil in engem Kontakt zu benachbarten Myofibroblasten stehen

und diesen Zelltyp als Makrophagen kennzeichnen (Abbildungen 20a, 21 a, b, 23).

Abbildung 19:
Transmissionselektronen-
mikroskopische Details eines
peripheren Defektbereiches.

a: Die Oberflache des
Geflechtknochens (N) wird durch
hintereinander angeordnete
organellenreiche Osteoblasten (Pfeile)

flankiert.

K = Zellkern; O = Implantatpartikel; Z =
Osteozyt

b: Der Osteoblast wird im unteren
Abschnitt von elektronenhellem
Geflechtknochen (N) begrenzt und im
oberen Bereich von

Granulationsgewebe (G) umgeben.

K = Zellkern; rER = raues
endoplasmatisches Retiklum
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Abbildung 20: Transmissionselektronenmikroskopische Ubersicht von

Granulationsgewebe in Nahe des Defektzentrums

a: Im zellreichen Granulationsgewebe liegen unregelmafig geformte
Makrophagen (Ma) mit diversen intrazytoplasmatischen Inklusionen. Daruber
hinaus treten Myofibroblasten (My) in Erscheinung. Die Pfeile weisen auf

elektronendichte Mineralisationskerne.
b: Myofibroblast (My) des Granulationsgewebes (G). K = Zellkern.

Ka = Kapillare; E = Erythrozyt
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Abbildung 21: Myofibroblasten und Makrophagen innerhalb des Granulationsgewebes
in der Ubersicht.

a, b: Die Myofibroblasten (My) besitzen subplasmalemmale Aktinfilamentbiindel
(Pfeile), die sich bis in die Zellfortsdtze erstrecken. Das organellenreiche Zytoplasma
enthalt lysosomale Einschliisse (L). Die Makrophagen (Ma) sind durch zahlreiche
intrazytoplasmatische Inklusionen variierender Elektronendichte und zarte

pseudopodienartige Auslaufer gekennzeichnet (diinne Pfeile). E = Erythrozyt; K =
Zellkern
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Abbildung 22: Fibronexus - Ultrastrukturelles Detail eines Myofibroblasten

Die diinnen Pfeile weisen auf unterhalb der Zellmembran lokalisierte
Aktinfilamentbiindel. Fibronexus (rote Rechtecke) sind durch transmembranés
orientierte Aktinfilamente charakterisiert. Das Lumen des rauhen ER (rER) ist mit maRig
elektronendichtem Inhalt gefiillt. Im Interzellularraum sind kollagene Fasern zu

erkennen, denen sich stellenweise Mineralisationskerne anschmiegen (Blockpfeile).

ECM = extrazellulare Matrix; L = Lysosom; M = Mitochondrium; K = Zellkern
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Abbildung 23: Myofibroblast und Makrophage

Ein Myofibroblast (My) umschlieft mit schlanken Zytoplasmaauslaufern (Pfeile) den
eng benachbarten Makrophagen (Ma).

In Form, GroRe und Elektronendichte variierende Zytoplasmainklusionen sind im
Zytoplasma des Makrophagen angereichert. Zelltypspezifisch sind die

pseudopodienartigen Zytoplasmafortsatze (transparenter Pfeil).

K = Zellkern
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4.7 Datenquantifizierung
Gruppe I/PRP-

Die Werte der gemessenen Kollagen I-positiven Osteoid- bzw. Geflechtknochenareale
bezogen auf die Gesamtflache der untersuchten Messfelder pro Tier variieren in der Gruppe
I/PRP- von 2,74 % bis zu 7,74 %. Der errechnete Gesamtmittelwert der Gruppe liegt bei
5,11 %.

Gruppe II/PRP+

In der Gruppe [I/PRP+ kommt es hinsichtlich der gemessenen Kollagen I-positiven Osteoid-
bzw. Geflechtknochenareale zu Werten von 1,07 % bis hin zu 2,38 %. Der errechnete

Mittelwert der Gruppe betragt 1,58 % der untersuchten Gesamtflache.
Gruppe lll/Leerdefekte

Die in den Leerdefekten gemessenen positiven Areale zeigen eine Varianz von 1,63 % bis

zu 3,67 %, mit einem Gesamtmittelwert von 2,20 % der Kollagen I-positiven Flache.
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Abbildung 24: Darstellung der in den drei Gruppen jeweils gemessenen Kollagen I-

positiven Flache in ,,% der Gesamtflache”

Gr. | = Gruppe I/PRP-; Gr. Il = Gruppe II/PRP+; Gr. lll = Gruppe lll/Leerdefekte

Wie Abbildung 24 zu entnehmen ist, konnte in der Gruppe I/PRP- der gréRte gemessene
Mittelwert und somit die groRte Kollagen I-positive Flache bezogen auf die
Defektgesamtflache ermittelt werden. Da die als Osteoid- bzw. Geflechtknochen detektierten
Areale raumlich mit dem neugebildeten Knochen korrespondieren, kann in der Gruppe ohne
Zusatz von Wachstumsfaktoren der starkste Zuwachs an Knochenneubildung festgestellt

werden.

Die Datenverteilung wird mittles Box- and Whisker Plot in der Abbildung 25 dargestellit.

66



Ergebnisse
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Abbildung 25: Darstellung des Merkmals Kollagen I-positiver Flachenanteil innerhalb

eines Untersuchungsfeldes in Prozent. *: AusreilRer.

Die statistische Auswertung erfolgt mittels des Kruskal - Wallis Tests flir drei unverbundene
Stichproben, da die Messwerte keine Normalverteilung zeigen. Ein hochsignifikanter Einfluss

(p< 0,01) von PRP auf die GroRe Kollagen I-positiver Areale wird deutlich.
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5. Diskussion

Ziel dieser tierexperimentellen Studie war es, die Osseointegration von Ostim® - einer
Hydroxylapatit-basierten Paste - in Kombination mit plattchenreichem Plasma (PRP)
sowie von Ostim® ohne Zusatz von PRP im spongiésen Knochenlager zu untersuchen,
um Erkenntnisse Uber die Auswirkungen von PRP auf die Granulationsgewebebildung
und auf die Knochenneubildung in der Frihphase der Knochendefektheilung zu
gewinnen. Die am 20. Tag post implantationem durchgeflhrten histologischen,
immunhistochemischen und ultrastrukturellen Untersuchungen spiegeln in Bezug auf den
Verlauf der Knochenheilung bei allen tierexperimentellen Gruppen die zweite Phase der
Knochenheilung wider, die sich an die initiale Entziindungsphase anschlie3t. Im Rahmen
dieser ,Granulationsphase® kommt es neben der Bildung und Proliferation des
Granulationsgewebes zu der Formation des Priméarkallus (McKibbin 1978; Pfeil 2005;
Schindeler et al. 2008). Innerhalb dieses Granulationsgewebes konnten im Rahmen der
Knochendefektheilung spezialisierte Zellen in Form von Myofibroblasten identifiziert

werden.

Die Ergebnisse der histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen im
Rahmen dieser Studie zeigen in der Gruppe I/PRP- eine, im Vergleich zur Gruppe

[I/PRP+, deutlich starkere Knochenneubildung.

Deutlich wird dies durch den in der Dinnschliffhistologie der Gruppe I/PRP- gréflieren
Anteil von einwachsendem Geflechtknochen entlang der Bohrkante und dem erhdhten
Vorkommen von neugebildetem Knochen in Bereichen um die Implantatpartikel im

Vergleich zur Gruppe |I/PRP+.

Die starkere Auspragung der knéchernen Integration der Implantatpartikel in der Gruppe
I/PRP- im Vergleich zur Gruppe [I/PRP+ wird mittels Kollagen |-Antikdrper detektierten
Geflechtknochenareale im Rahmen der immunhistochemischen Untersuchung in
Ubereinstimmung mit den Befunden der Histologie dargestellt. Zur optischen Erfassung
der Kollagen I-positiven Osteoid- bzw. Geflechtknochenareale diente hier das das
Computerprogramm Image Pro Plus, Version 4.5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring,
USA).

In der histologischen Untersuchung der Leerdefekte wird deutlich, dass sich die
Geflechtknochenareale auf die Peripherie der Defekte beschranken. Im Vergleich zur
Gruppe |I/PRP- zeigen die Leerdefekte auf immunhistochemischer Ebene einen
geringeren Osteoid- bzw. Geflechtknochenanteil innerhalb der Untersuchungsfelder.

Dagegen liegt der errechnete  Gesamtmittelwert der  Osteoid-  bzw.
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Geflechtknochenareale der Leerdefekte um 0,62 % Uber dem errechneten

Gesamtmittelwert der Gruppe |I/PRP+.

Ein stimulativer Einfluss von PRP auf die Granulationsgewebebildung und
Knochenneubildung war nicht feststellbar. Die Granulationsgewebebildung betrachtend,
ist auffallig, dass in den Gruppen I/PRP- und II/PRP+ eine kontinuierliche Abnahme von
der Bohrkante zum Defektzentrum hin erfolgt. Die Defektzentren in der Gruppe
lll/Leerdefekte dagegen weisen eine vollstandige Flllung mit zellreichem

Granulationsgewebe auf.

5.1 Der Knochenersatzstoff Ostim®

Der nanopartikuldare Knochenersatzstoff Ostim® ist als eine biodegradierbare,
osteokonduktive Matrix auf Hydroxylapatitbasis (Kilian et al. 2002), die dem Knochen in
chemisch-physikalischen Eigenschaften sehr nahe kommt. In ausgedehnten
Untersuchungen wurde die Biokompatibilitdt dieses neuartigen Knochenersatzmaterials

bereits in vitro und in vivo nachgewiesen (Breusch 2005; Kilian 2005).

Neben seiner Biodegradierbarkeit und osteokonduktiven Wirkung stellt die
formschlissige Applikation der Paste einen Vorteil bei der Auffillung von
Knochendefekten dar. Das Material kann aufgrund seiner weichen Konsistenz direkt in
die Knochenhdhle eingebracht werden. Ein blndiger Abschluss zur kndchernen
Begrenzung der Knochenhohle ist so zu gewahrleisten (Gerlach und Niehues 2007). Laut
Herstellerangaben wirkt das bioaktive Material Ostim® sogar osteoinduktiv (Heraeus

Kulzer Hanau).

In der vorliegenden Studie wurde in der Gruppe I/PRP- eine im Vergleich zur Gruppe
[I/PRP+ starkere Knochenneubildung in den Bereichen um die Ostimpartikel festgestellt.
In der Gruppe lll/Leerdefekte zeigte sich bezogen auf die Knochenneubildung ein

geringeres Ausmal als in Gruppe I/PRP-.

Breusch (2005) wies in einer tierexperimentellen Untersuchung am Goéttinger
Miniaturschwein nach, dass der Knochenersatzstoff Ostim® nur in den ersten sechs
Wochen degradiert wird und die fibrotische Gewebereaktion im Knochenlager der
Schienbeinmetaphysen die ossare Integration nicht behindert. Allerdings wurde ein Jahr
post operationem eine ausgepragte Persistenz des Knochenersatzstoffes innerhalb der

Knochendefekte beobachtet.
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In Bezug auf die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen kann daher nicht
ausgeschlossen werden, dass eine Restitutio ad integrum im weiteren Verlauf der
Knochendefektheilung aufgrund der Persistenz von Ostimpartikeln innerhalb der Defekte
der Gruppen I/PRP- und Gruppe II/PRP+ behindert werden kdnnte.

5.2 Gewinnung und Einsatz von plattchenreichem Plasma

Der Einsatz von plattchenreichem Plasma (PRP) als Quelle thrombozytarer
Wachstumsfaktoren wurde bereits im Rahmen von zahlreichen klinischen Studien
untersucht und findet seit einigen Jahren im Bereich der Transplantationsmedizin
klinische Verwendung (Wiltfang et al. 2003; Fontana et al. 2004; Thorn et al. 2004).
Flankierende Einsatze von PRP in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie (Whitman et
al. 1997; Marx et al. 1998) bestatigten in-vitro Studien, die einen proliferativen Einfluss

von PRP auf Zellen ossaren Ursprungs aufzeigen (Weibrich et al. 2002).

Die Methodik der PRP-Gewinnung hat mafRgeblichen Einfluss auf den Gehalt von
Thrombozyten im PRP. So erzielten Schlegel et al. (2003) in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie eine vierfache Konzentrierung der Thrombozyten
im PRP, Arpornmaeklong et al. (2004) eine achtfache und Dugrillon et al. (2002) sogar
eine zwolffache Konzentrierung.

Zur direkten Gewinnung durch den Anwender finden, als Erganzung zu einer
diskontinuierlichen Zellseparation, zur Zeit zwei standardisierte Methoden Verwendung
(Weibrich et al. 2002). Zum einen erfolgt die Gewinnung mittels Platelet-Concentrate-
Collection-System (PCCS Kit, 3i Implant Innovations, Palm Beach Gardens, FL, USA 3i)
zum anderen unter Verwendung der Curasan-Methode (PRP kit, Curasan, Kleinostheim,
Germany).

Die Gewinnung des PRP in vorliegender Studie erfolgte bei sechs Tieren durch die
Entnahme von Vollblut. Dieses wurde vor einer ersten Zentrifugation bei 5600
Umdrehungen / min mittels Citrat-Phosphat-Dextrose-Antikoagulans ungerinnbar
gemacht (Aghaloo et al. 2004), um schlielich das plattchenarme Plasma von den
Erythrozyten und dem buffy coat, der die Leukozyten und Thrombozyten enthalt, zu
trennen. Vor der Freisetzung der Wachstumsfaktoren mittels Kalziumchlorid und
Thrombin (Carlson und Roach 2002) wurde der von dem plattchenarmen Plasma
getrennte Anteil mit 2600 Umdrehungen / min erneut zentrifugiert, um Erythrozyten,
Leukozyten und das PRP voneinander zu trennen. Im Anschluss wurden mittels ELISA

die Konzentrationen der einzelnen Wachstumsfaktoren im PRP der sechs zur

70



Diskussion

Blutentnahme verwendeten Tiere bestimmt. Verwendung fand das PRP des Tieres mit

der héchsten gemessenen Konzentration an Wachstumsfaktoren.

In Abhangigkeit von der gewahlten Methode kommt es jedoch zur unterschiedlichen
Konzentrierung an Wachstumsfaktoren. So konnten Weibrich et al. (2002), im Vergleich
zur Curasan-Methode, mittels PCCS im PRP einen deutlich hoheren Gehalt an TGF-31,
PDGF-AB und IGF-I sowie eine héhere Anzahl an Thrombozyten nachweisen.

Dass hohe Thrombozytenkonzentrationen entsprechend hohe Konzentrationen an
Wachstumsfaktoren nach sich ziehen, ist umstritten. Wahrend Dugrillon et al. (2002) und
Landesberg et al. (2000) einen Zusammenhang von Thrombozytenzahl und
Wachstumsfaktorenausschuttung feststellen, wird dies von Zimmermann et al. (2001),
Kevy und Jacobson (2004) und Weibrich et al. (2004) bestritten.

Ob das Ausmal} der Konzentrierung der Wachstumsfaktoren im Rahmen dieser Studie
mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen zu vergleichen ist, ist schwer zu
beurteilen, da in diesen Untersuchungen keine Ausgangskonzentrationen sondern nur
Endkonzentrationen angegeben werden, die Herstellung mittels unterschiedlicher
Methoden (Dugrillon et al. 2002; Schlegel et al. 2003) erfolgte und zum anderen
unterschiedliche Spezies verwendet wurden (Jakse et al. 2003; Choi et al. 2004). Die im
ELISA ausbleibende Nachweisreaktion von PDGF-AB ist unter Umstdnden auf die
fehlende Kreuzreaktivitdt des verwendeten, gegen humanes Antigen gerichteten,
Antikorpers zuriick zu flhren. Es ist unwahrscheinlich, dass der Faktor im verwendeten
PRP nicht vorhanden ist. Moglicherweise sind die Konzentrationen aber auch so gering,

dass sie unterhalb der Detektionsgrenze liegen.

Die Verwendung von PRP st in der Regel mit dem Einsatz von
Knochenersatzmaterialien oder Implantaten kombiniert. Zahlreiche Darreichungsformen
sowie eine Vielzahl an unterschiedlichen Knochenersatzstoffen und Implantaten
erschweren jedoch eine einheitliche Aussage Uber den potenziellen Erfolg von PRP. Des
Weiteren sind Spezies-Unterschiede und individuelle Unterschiede der Patienten bei der
Beurteilung zu berucksichtigen.

Im Folgenden wird dargelegt, warum der klinische Einsatz von PRP bislang kontrovers
diskutiert wird.

Die Ergebnisse klinischer und therapeutischer Studien divergieren von positiven Effekten
des PRPs auf die Knochenneubildungsrate Uber nicht feststellbare Effekten bis hin zu
negativen Auswirkungen auf die Knochenneubildung.

So verzeichnen Wiltfang et al. (2003) nach der Verwendung von PRP und R-

Trikalziumphosphat in humanen Maxillar-Defekten eine, im Vergleich zur Kontrollgruppe,
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um acht bis zehn Prozent erhéhte Knochenneubildungsrate. Auch Aghaloo et al. (2004)
beobachteten in Schadeldefekten von Kaninchen eine signifikant erhdhte Knochendichte
in der mit PRP behandelten Tiergruppe. Beim Aufflllen von Radiusdefekten von
Kaninchen mit einer Kalzium-defizienten Hydroxylapatit (CDHA)-Keramik in Kombination
mit PRP konnte, im Vergleich zur Gruppe ohne PRP, ebenfalls eine verbesserte
Knochenneubildung erreicht werden (Szalay et al. 2006).

Keine Effekte auf die Knochenneubildung von PRP in Kombination mit anorganischem
bovinen Knochen als auch in Kombination mit autologem Knochenersatz waren in
Mandibulardefekten von Ratten zu verzeichnen (Rolden et al. 2004).

Auch Schlegel et al. (2003) konnten, den innerhalb der Gesamtbeobachtungszeit von 26
Wochen bei der Gruppe ,autogener Knochen ohne PRP-Zusatze festgestellten
maximalen Mineralisationswert, in den beiden Gruppen mit PRP-Zusatz nicht bestatigen.
Terheyden et al. (2002) dokumentieren im Rahmen eines Sinus - Lifts am Minischwein-
Modell sogar einen statistisch signifikant negativen Effekt von PRP auf die Knochen-
Implantat-Kontaktrate. Daneben tritt jedoch eine auf 70 % signifikant erhdhte Steigerung
der Knochendichte nach PRP-Applikation auf. Die scheinbare Diskrepanz zwischen
deutlich gesteigerter Knochendichte und gleichzeitig verminderter Knochen-Implantat
Kontaktrate ist derzeit noch nicht geklart.

Vergleichbar mit den vorliegenden Ergebnissen beobachteten Choi et al. (2004) eine
verminderte Knochenneubildung sechs Wochen nach Auffillung von Mandibulardefekten
von Hunden mit autogenem Knochen in Kombination mit PRP. Als mogliche Ursache
fuhren die Autoren die Konzentration des verwendeten PRP an.

Ebenso kann sich der Einfluss einzelner Wachstumsfaktoren negativ auf die
Knochendefektheilung auswirken. So hat die Konzentration des im PRP enthaltenen
PDGF maRgeblichen Einflul auf den Verlauf der Knochendefektheilung (Lee 1997).
Bereits Marden et al. (1993) berichteten, dass PDGF-BB appliziert in Kraniotomiedefekte
von Ratten die Knochendefektheilung verzogert.

Des Weiteren muss der Verlauf des operativen Eingriffes berlcksichtigt werden. So
konnte in der vorliegenden Studie wahrend der Eingriffe die Entstehung von Bohrmehl
nicht verhindert werden. Als Folge waren individuell unterschiedliche Mengen an
Ruckstanden innerhalb der entstandenen Defekte zu erkennen. Die Degradation der
Bohrmehilriickstande hat Einfluss auf die Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus der
Knochenmatrix (Cornell und Lane 1992) und damit auf die konsekutive Heilung
einschlief3lich der Knochenneubildung.

Diese variierte zwischen den Gruppen I/PRP- und Il/PRP+. Immunhistochemisch und im
Rahmen der Quantifizierung der Kollagen I-positiven Flachen zeigte sich in der Gruppe

II/IPRP+ deutlich weniger neugebildeter Knochen. Die mittels Kollagen |-Antikdrper
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detektierten Flachen innerhalb der Defekte korrespondieren raumlich mit dem
neugebildeten Geflechtkochen, somit kann hier von einer in der Gruppe [I/PRP+ unter
PRP-Einfluss deutlich geringeren Knochenneubildung im Unterschied zur Gruppe |/PRP-
gesprochen werden. Da die Verwendung von PRP den Ausschlag gebenden
methodologischen Unterschied darstellte, kann diese Abnahme auf das verwendete PRP

zuruckgefuhrt werden.

Als mdgliche Ursache fir eine verminderte Knochenneubildung in der Gruppe |I/PRP+
muss die Herkunft des verwendeten PRPs bericksichtigt werden. Es handelt sich um ein
homologes Konzentrat. Als ,goldener Standard gilt jedoch die Verwendung von
autologem Thrombozytenkonzentrat (Sanchez et al. 2003), was das Risiko einer
Immunreaktion im Empfangerorganismus ausschlief3t (Marx 2004) und gleichzeitig die

Maoglichkeit einer Krankheitstibertragung ausschlief3t.

Da jedoch keine morphologischen Anzeichen fiir das Auftreten von Zellen der selektiven
Abwehr, wie Lymphozyten, in der vorliegenden Studie beobachtet werden konnten, ist
eine immunologische Reaktion der Empfangertiere zum Untersuchungszeitpunkt
unwahrscheinlich. Allerdings kann das Vorkommen entsprechender Zellen wahrend
friherer Phasen nicht ausgeschlossen werden. Zum Zeitpunkt der Untersuchung
befinden wir uns innerhalb der chronischen Entziindungsphase. Ein Auftreten von
aktivierten Lymphozyten und deren Umwandlung in Plasmazellen oder Gedachtniszellen

konnte sich bereits vor dem 20. Tag vollzogen haben.

Das um den Faktor zwei vermehrte Auftreten multinuklearer Riesenzellen im
Defektbereich der Gruppe [I/PRP+ (Lauer 2006) im Unterschied zur Gruppe I/PRP- weist
jedoch darauf hin, dass die Applikation exogen zugefiihrter homologer thrombozytarer
Wachstumsfaktoren einen  malgeblichen Einfluss auf das Ausmall der
Entzindungsphase hat und sich in einer Stimulation der unspezifischen Abwehr und der
damit verbundenen Makrophagenrekrutierung und Makrophagenfusion manifestiert. Im
Zusammenhang mit der Applikation thrombozytarer Wachstumsfaktoren stellten Wiltfang
et al. (2003) bei der Kombination von autologem PRP und TCP-Keramiken ein

vermehrtes Auftreten multinuklearer Riesenzellen fest.

In Abbildung 23 ist die Abfolge der einzelnen Phasen der Gewebereaktion, die im

Rahmen der Implantation von Knochenersatzstoffen ablaufen, dargestellt.
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Verletzung, Implantation

Entziindliche Zellinfiltration

Neutrophile Granulozyten, Monozyten;

Lymphozyten
Exsudat / Gewebe Biomaterial
l IL-4, IL-13
Akute Entziindung >
Neutrophile
Granulozyten Monozyten Adhdsion
Mastzellen
hronische Entziindun
Chronische iindung Makrophagen
Monozyten Differenzierung
Lymphozyten
Th2: IL-4, IL-13
Granulationsgewebe > Malkrophagenfusion

Fibroblastenmigration und —
proliferation,

Kapillarenbildung

Myofibroblastenmodulation

v

Ausbildung einer fibrésen Kapsel Fremdkérperriesenzellenbildung

Abbildung 23: Darstellung der Abfolge der im Rahmen von Knochenersatzstoff —
Implantationen ablaufenden Phasen, die in der Bildung von

Fremdkorperriesenzellen gipfeln (modifiziert nach Anderson et al. 2007).

Die als Folge der Implantation von Knochenersatzstoffen auftretende
Fremdkorperreaktion, wie sie in der Gruppe II/PRP+ zu beobachten ist, flhrt zur
Aktivierung von Makrophagen und Fremdkdrperriesenzellen. Sie stellt das finale Stadium
der Gewebeantwort auf die Implantation von Biomaterialien dar. Die
Oberflachenbeschaffenheit des implantierten Materials ist fir das Ausmal® und die
Modulation der Aktivitat von Fremdkorperriesenzellen von entscheidender Bedeutung
(Anderson et al. 2007).

Zu den mdglichen Gewebereaktionen des Empfangers, ausgeldst durch die im Rahmen
der Implantation erfolgte Zerstérung der Gewebeintegritat, gehéren Interaktionen von aus
dem Blut stammenden Zellen und Faktoren, die Ausbildung eines Blutgerinnsels, die
akute sowie chronische Entziindungsreaktion, die Fremdkdrperreaktion und schlieRlich
die Ausbildung einer fibrdsen Kapsel (Anderson 2000; Anderson 2001; Gretzer et al.
2006; Luttikhuizen et al. 2006) (Abbildung 23). Das Ausmal} der Entziindungsreaktionen

wird malfgeblich von dem Grad der im Rahmen der Implantation verursachten
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Verletzung, dem betroffenen Gewebe und dem gebildeten Blutgerinnsel beeinflufdt.
Innerhalb des, das Implantatmaterial umgebenden Blutgerinnsels, ist eine Vielzahl an
Zytokinen und Wachstumsfaktoren lokalisiert, die in der Lage sind, die Aktivitdt von

Makrophagen zu beeinflussen.

Die sich innerhalb der ersten Tage nach der Implantation vollziehende Bildung von
Granulationsgewebe schliefl3t eine Infiltration mit Fibroblasten, eine Neovaskularisation,
das Vorkommen von Myofibroblasten und die Anwesenheit von Makrophagen ein.
Abhangig von dem Ausmalf’ der Granulationsgewebebildung kann diese als die Vorstufe
der fibrdsen Abkapselung angesehen werden (Anderson et al. 2007). Aufgrund des
Vorkommens von Fibroblasten, Myofibroblasten, Kapillaren und Makrophagen in den

untersuchten Defekten befinden sich diese innerhalb der Granulationsphase.

Die durch Makrophagen freigesetzten Wachstumsfaktoren wie PDGF, TNF-a, FGF und
Zytokine haben groRen Einfluss auf die Fibroblastenproliferation und auf das
Einsprossen neuer GefalRe (Anderson 2001). In den Defektbereich rekrutierte Zytokin-
sezernierende einkernige Makrophagen sind in der Lage PDGF, TNF-o und GM-CSF zu
produzieren, wodurch weitere Makrophagen rekrutiert werden (Anderson et al. 2007).
Neben der Zytokinproduktion durch Makrophagen ist die Zytokinproduktion der
Fremdkorperriesenzellen zu bericksichtigen, wodurch sie in der Lage sind aktiv eine
Entziindungsreaktion zu beeinflussen (Anderson et al. 2007). Die Zytokinausschittung
korreliert mit dem Ausmaly der Entzindung und gilt als aussagekraftiger Parameter
bezliglich der Einschatzung des Entzindungspotentials (Warmuth 2005). Die
Entziindungsreaktion in der Gruppe IlI/PRP+ wird durch das zugegebene PRP forciert,
was eine Behinderung der Knochendefektheilung in ihrem weiteren Verlauf zur Folge

haben kann.

Nach der Verwendung von Knochenersatzmaterialien koénnen unterschiedliche
Komplikationen auftreten. Neben einer mangelnden Osseointegration, die vereinzelt in
den Gruppen I/PRP- und Il/PRP+ verzeichnet werden kann und sich in einem geringeren
Ausmall von Geflechtknochen zirkular um die Ostimpartikel manifestiert, steht als
mdgliche Komplikation eine, der chronisch verlaufenden Entziindung folgende, fibrose
Abkapselung des implantierten Materials im Vordergrund (Tang und Eaton 1995). Im
Verlauf einer solchen Gewebereaktion kdnnen unterschiedliche Ausmale unterschieden
werden, es kann zu leichten osteolytischen Veranderungen bis zu granulomatds
entzindlichen Reaktionen kommen (Bdstmann et al. 1992; Fraser und Cole 1992;
Frokjaer und Moller 1992; Pelto-Vasenius et al. 1997; Bostmann und Pihlajamaki 1998;
Nordstrom et al. 1998), was jedoch in der vorliegenden Untersuchung nicht beobachtet

werden konnte.
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Die aufeinander folgenden Phasen der Gewebereaktion im Rahmen der Implantation von
Biomaterialien gehen flieRend ineinander Uber und stehen in unmittelbarem
Zusammenhang miteinander (Warmuth 2005). So fuhren zusétzlich applizierte homologe
thrombozytare Wachstumsfaktoren in der Gruppe II/PRP+ Uber eine verstarkte
Fremdkdrperreaktion zu einer verringerten Knochenneubildung innerhalb der Defeke.
Eine beginnende, der Granulationsphase folgende, fibrose Abkapselung in der Gruppe
[I/PRP+ zeichnet sich durch die parallel zur Bohrkante verlaufende Ausrichtung der im
Granulationsgewebe lokalisierten Fasern ab. Hieraus ist abzuleiten, da® das Ausmal} der
Fremdkoérperreaktion des Empfangerorganismus Einfluss auf den Verlauf der

Defektheilung nimmt.

So haben die exogen zugeflhrten Wachstumsfaktoren die Fremdkoérperreaktion so stark
forciert, dass der naturgemafRe Verlauf der Knochenneubildung unterdriickt wurde. Die
beginnende Ausbildung einer fibrésen Kapsel im Bereich der Bohrkante der Gruppe
[I/PRP+ konnte eine raumliche Barriere fir einwandernde Osteoblasten — Prakursoren

darstellen.

5.3 Der Einfluss relevanter Wachstumsfaktoren

Basierend auf den mittels ELISA ermittelten Konzentrationen der im PRP malgeblich
angereicherten Wachstumsfaktoren soll im Folgenden auf die Wirkung von TGF- 1 (im
PRP um den Faktor 1,6 konzentriert), PDGF-BB (im PRP um den Faktor 7,1 konzentriert)

und bFGF (im PRP um den Faktor 24,4 konzentriert) ndher eingegangen werden.
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Transforming growth factor beta 1 (TGF-B 1)

In vivo Untersuchungen Uber die Wirkung von dem zu der TGF-Superfamilie gehérenden
TGF-R 1 zeigten am Hund einen stimulativen Effekt auf die Knochenneubildung (Sumner
et al. 1995). Des Weiteren dokumentieren in vivo Untersuchungen am Kaninchen einen
im Vergleich zur Kontrollgruppe gréReren Knochenzuwachs bei mit TGF-R31
beschichteten Hydroxylapatitimplantaten (Lind et al. 1993). Wichtige Funktionen besitzt
TGF-B 1 innerhalb des Knochenstoffwechsels, da er unter anderem eine mitogene
Wirkung auf Osteoblasten-Vorlauferzellen (Baylink et al. 1993) hat, die
Knochenresorption, die Osteoklastenformation und die osteoklastare Aktivitat hemmt
(Aghaloo et al. 2002). Des Weiteren ist fur TGF-B 1 eine anti-inflammatorische Wirkung
bekannt, die in der Proliferationshemmung von Lymphozyten und Makrophagen
begriindet liegt (Lee 2000). Entsprechend ware in der Gruppe II/PRP+ ein vermindertes
Auftreten entsprechender Zellen zu erwarten. Das vermehrte Vorkommen von
Makrophagen in der Gruppe [I/PRP+ kann zum einen mit dem homologen Ursptung des
verwendeten PRPs zusammenhangen. Des Weiteren kann es durch die als Fremdkorper
verstandenen Implantatpartikel innerhalb der Defekte 2zu einer zusatzlichen
Zytokinbildung durch rekrutierte Makrophagen gekommen sein, die den beschriebenen

anti-inflammatorischen Einfluss von TGF-3 aufgehoben haben kdnnte.

In Bezug auf die Knochenneubildung ist die Wirkung von TGF-3 1 zum einen maf3geblich
von der verwendeten Tragersubstanz, der Konzentration sowie der Einflussdauer
abhangig. So konnten Yamamoto et al. (2000) nachweisen, dass der positive Effekt von
TGF-B 1 auf die Knochenneubildung von einer kontinuierlichen Freisetzung und der
Degradierbarkeit eines geeigneten Tragermaterials abhangt. Eine zu schnelle
Degradation des verwendeten TGF- 1 enthaltenden Hydrogels wirde zu einer
Verkirzung der TGF-B 1 Wirkung fihren und somit den positiven Effekt auf die
Knochenneubildung unterbinden. Mit dem zahlreichen Vorkommen von Makrophagen in
der Gruppe II/PRP+ kdnnte eine beschleunigte Degradation des Implantatmaterials
einhergegangen sein, was der Entfaltung der TGF- Wirkung entgegengewirkt haben
kann. Die im Vergleich zur Gruppe I/PRP- deutlich geringere GroRe der Ostimpartikel in

der Gruppe IlI/PRP+ scheint diese Hypothese zu unterstiitzen.

Hinsichtlich des Einflusses auf die Granulationsgewebebildung ist TGF-R in der Lage, die
a-smooth muscle actin-Expression und die Kollagen-Expression in kultivierten
Fibroblasten zu induzieren (Gabbiani 1998). Die durch TGF- modulierten Fibroblasten
differenzieren sich zu Myofibroblasten (Abbildung 1). Bezlglich Ultrastruktur,

raumlichem Verteilungsmuster und der Morphologie der Myofibroblasten, konnten keine

77



Diskussion

Unterschiede zwischen den Gruppen I/PRP-, II/PRP+ und lll/Leerdefekte ermittelt
werden. Méglicherweise hangt die fehlende Wirksamkeit von TGF- auch hier mit seinem
homologen Ursprung und der durch den zu schnellen Abbau verringerten Wirkungsdauer
zusammen. Exogen zugefihrtes TGF-R scheint in diesem Zusammenhang offensichtlich

ohne Wirkung auf die Myofibroblasten zu sein.

Der konzentrationsabhangige Einfluss auf die Knochenneubildung, des in dieser Studie
um 1,6 erhohten Faktors, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. In Kombination mit
Kalziumphosphat-Keramiken konnten konzentrationsabhangige Effekte auf die
Knochenneubildung festgestellt werden. Als optimale Konzentration flr einen
knochenneubildungsférdernden Effekt von TGF-B 1 wurde die Dosis von 1,0 pug
angegeben (Szivek et al. 2004). In alteren Studien wird erwahnt, dass niedrige TGF-3 1
Konzentrationen die DNA-Synthese von Osteoblasten erhdhen, wohingegen hohe
Konzentrationen des Wachstumsfaktors die mitogene Aktivitat reduzieren (Sporn et al.
1987; Centrella et al. 1991).

Ein positiver Einfluss von TGF-B 1 auf die Knochenneubildung konnte in der
vorliegenden Studie nicht beobachtet werden. Allerdings muss bertcksichtigt werden,
dass TGF-B 1 nicht isoliert appliziert wurde, was die Beurteilung eines Faktor-
spezifischen Einflusses auf die Knochenneubildung erschwert. Ausschlaggebend fir das
Ausmally der Wirkungen von TGF-R 1 auf die einzelne Zielzelle sind weiterhin neben
seiner eigenen Konzentration, Parameter wie Zelltyp, Grad der Differenzierung und

Anwesenheit anderer Wachstumsfaktoren (Sporn et al. 1987; Centrella et al. 1991).

Platelet-derived growth factor (PDGF-BB)

PDGF-BB, eine der drei bekannten Isoformen des hitzestabilen Polypeptids PDGF, wirkt
mitogen auf Osteoblasten (Lieberman et al. 2002), aktiviert Osteoblasten sowie
Osteoklasten (Hock und Canalis 1994) und hat eine chemotaktische Wirkung auf

mesenchymale Stammzellen und Osteoblasten (Gruber et al. 2004).

Der in vorliegender Studie, im PRP um den Faktor 7,1 konzentrierte PDGF, gilt ebenfalls
als ein die Reifung und Chemotaxis von Makrophagen fordernder Faktor (Lee 2000;
Sanchez et al. 2003). So konnte Lauer (2006) eine, im Vergleich zur Gruppe ohne PRP,
signifikant erhéhte Anzahl an Makrophagen sowie Fremdkdorperriesenzellen feststellen.
Neben der direkten Wirkung von PDGF auf Makrophagen kénnte die Wechselwirkung mit
weiteren thrombozytaren Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle bei der Wirkung
auf Zellen wie Osteoblasten, Osteoklasten und Makrophagen spielen (Yazawa et al.
2003).
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Die durch PDGF-BB zu erwartende mitogene Wirkung auf Osteoblasten konnte im
Rahmen der vorliegenden Studie nicht durch eine verstarkte Knochenneubildungsrate
bestatigt werden. Da zur Zeit keine  aussagefdhigen  Studien  zur
konzentrationsabhangigen Wirkung von PDGF vorliegen, kann vermutet werden, dass
die starke Konzentrierung des Wachstumsfaktors eine  Forcierung der
Entzindungsreaktion zur Folge hat und sich durch vielféltige Wechselwirkungen auf

humoraler und zellularer Ebene die osteoblastenstimulierenden Effekte aufheben.

basic Fibroblast growth factor (bFGF)

Der hemmende Einfluss von bFGF auf Osteoklasten sowie eine gleichzeitige Erhéhung
der Fibroblasten-, Osteoblastenproliferation und -differenzierung in vitro ist bekannt
(Masaki und Vogel 1986; Siebert et al. 2003). Beziglich des Einflusses des
Wachstumsfaktors auf Knochenzuwachs und Kallusbildung im Rahmen der
Defektheilung wurden bisher unterschiedliche Ergebnisse verdffentlicht (Inui et al. 1998;
Hosokawa et al. 2000; Schnettler et al. 2003). So konnten Bland et al. (1995) nach der
Applikation von bFGF in Tibiadefekte von Kaninchen keine beschleunigte Frakturheilung

feststellen.

In Abhangigkeit von der Applikationsmenge zeigten Nagai et al. (1995), dass der Faktor
neben einer proliferationsférdernden Wirkung in hohen Dosierungen, inhibitorisch auf die
Osteoblastendifferenzierung einwirkt. Von Okumura et al. (1996) durchgefihrte
Dosisfindungsuntersuchungen zeigten die beste Wirkung von bFGF bei lokaler

Applikation von 20 png.

bFGF wird in Abhangigkeit der Konzentration sogar eine potenzielle Toxizitat
zugeschrieben (Sprutacz 2005). Die im Rahmen der Knochendefektheilung ablaufenden
Heilungs- und Regenerationsprozesse koénnen somit negativ beeinflusst werden. In
seiner Studie konnte Sprutacz (2005) am Rattenmodell eine dosisabhangige Steigerung
der Infektionsrate im Rahmen von Frakturen mit Weichteilschaden feststellen. Die
verwendete héchste Konzentration von bis zu 100 ng bFGF korreliert in seiner Studie mit

der hochsten Infektionsrate.

Die Ergebnisse der beschriebenen Studien betrachtend, wird deutlich, dass bisher keine
einheitliche Aussage Uber konzentrationsabhangige Effekte von bFGF getroffen werden
kann. Die von Okumura et al. (1996) ermittelte Konzentration von 20 pg ist in der
vorliegenden Studie nicht erreicht worden, was als eine mdgliche Ursache fur den

fehlenden positiven Effekt von bFGF auf die Knochenneubildung gesehen werden kann.
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Letztlich kann die isolierte Wirkung von bFGF aufgrund potenzieller Interaktionen mit
anderen gleichzeitig applizierten Wachstumsfaktoren und intrinsisch freigesetzten
Faktoren nicht ausreichend differenziert werden. AuRerdem ist die positive Wirkung

aufgrund der homologen Aufbereitung fragwuirdig.
5.4 Defektheilung

Im Verlauf der Knochendefektheilung post implantationem sind drei aufeinander folgende
Phasen zu unterscheiden: Die innerhalb der ersten Tage eintretende Entziindungsphase
wird gefolgt von der drei Wochen bis vier Monate dauernden Reparaturphase, die
schlieBlich in die Phase des Remodellings mindet (Cruess und Dumont 1975; Einhorn
2005).

20 Tage post implantationem finden sich in den untersuchten Defekten der Mini-
Schweine neben Osteoblasten und multinuklearen Riesenzellen, die im
Granulationsgewebe lokalisierten Fibroblasten. Aufgrund des zum
Untersuchungszeitpunkt  vorliegenden  charakteristischen Zellbildes findet die
Untersuchung der Defekte innerhalb der Reparaturphase statt. Diese wird durch die
Tatigkeit von spezialisierten Zellen, die fir die reparativen und regenerativen Prozesse
der Knochendefektheilung verantwortlich sind, gepragt (McKibbin 1978; Barnes et al.
1999). Dazu zahlen auller Osteoblasten, Chondroblasten die zahlreich im
Granulationsgewebe lokalisierten Fibroblasten (Schindeler et al. 2008). Im Gegensatz zu
Chondroblasten konnten sowohl Osteoblasten als auch Fibroblasten in der vorliegenden
Studie nachgewiesen werden. Das Vorhandensein von Geflechtknochen und das
gleichzeitige Fehlen von Chondroblasten zum Untersuchungszeitpunkt spricht fir den
Prozess der desmalen Ossifikation im Bereich der Defektregion. Charakteristisch fiir das
im Rahmen der desmalen Ossifikation eintretende direkte Entstehen von Knochen ohne
vorherige Knorpelbildung ist die Differenzierung mesenchymaler Progenitorzellen zu
knochenbildenden Osteoblasten (Konrads 2008). Die Osteoblasten produzieren zunachst
eine unverkalkte Knochenmatrix, in der die groben, ca. 30 pum dicken
Kollagenfaserbilindel irregular angeordnet sind (Weiner und Wagner 1998). Der gebildete
Geflechtknochen stellt eine temporare Struktur dar, die im weiteren Verlauf der
Knochendefektheilung durch den stabileren Lamellenknochen ersetzt wird (Einhorn
2005).

In den Gruppen I/PRP- und I[I/PRP+ umgibt der neugebildete Geflechtknochen die
Oberflachen des Hydroxylapatits. Die Ostimoberflachen dienen dem neugebildeten
Knochen somit als raumliche Leitschiene, was flr die osteokonduktive Eigenschaft des

Knochenersatzstoffes spricht. Ein grolRer Teil des neugebildeten Knochens ist entlang
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der Bohrkante zu identifizieren. Hier lagert sich der Geflechtknochen dem lamellaren
Knochen an. Die Knochenneubildung erfolgt somit ausgehend vom vaskularisierten

Knochenlagen und kann als eine Art appositionelles Wachstum bezeichnet werden.

Neben den im Bindegewebe ubiquitdr vorkommenden Fibroblasten konnten im
Granulationsgewebe der Knochendefekte der Gruppen |I/PRP-, [I/PRP+ und

lll/Leerdefekte Myofibroblasten beobachtet werden.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung erfolgte die Detektion der Myofibroblasten
auf immunhistochemischer Ebene basierend auf der Antikérper-Reaktion gegen -
smooth muscle actin (lwasaki et al. 1987; Fuchs und Cleveland 1998). Diese
Mikrofilament — Komponente der Myofibroblasten wird zeitlich begrenzt synthetisiert
(Sappino et al. 1990).

Als morphologische Merkmale der wundheilungsrelevanten Myofibroblasten gelten,
neben ihrer spindelférmigen Gestalt, lang auslaufende Fortsatze, die parallel zur
Langsachse angeordnete Aktinfilamente besitzen. Bei der ultrastrukturellen
Untersuchung fallen dariber hinaus subplasmalemmal lokalisierte Filamentplaques auf,
die in transmembrandser Ausrichtung bis in die extrazellulare Matrix des
Interzellularraumes zu verfolgen sind. Diese werden als Fibronexus bezeichnet und
stellen ein wichtiges ultrastrukturelles Charakteristikum der Myofibroblasten dar
(Abbildung 22). lhre Funktion ist die Zell — Matrix Verbindung, durch die sie befahigt
werden mechanische Krafte auf ihre Umgebung zu Ubertragen (Dustmann 2007). In
Kombination mit der Eigenkontraktilitdt der Myofibroblasten bewirkt diese Zell — Matrix
Verbindung eine Forderung der Wundheilung, indem eine Wundverkleinerung erzielt
wird. Gleichzeitig wird die Formation und Reparatur der extrazellularen Matrix sowie
Proliferation und Differenzierung von Epithelien, Parenchym, GefalRen und
Nervengewebe im Rahmen der Wundheilung beeinflusst (Gabbiani et al. 1972; Powell et
al. 1999).

Des Weiteren steht die Produktion von Matrixmolekilen wie Kollagen,
Glykosaminglykanen, Tenascin und Fibronectin durch die Myofibroblasten, die Sekretion
inflammatorischer Zytokine sowie von Chemokinen, Wachstumsfaktoren und
Entzindungsmediatoren im Vordergrund der knéchernen Defektheilung (Powell et al.
1999) (Tabelle 1).

Das Auftreten der Myofibroblasten kénnte aber auch in einer, im Rahmen der
Phylogenese auftretenden Homologie der Knochendefektheilung zur Wundheilung
begriindet liegen. Dies wirde flir einen phylogenetisch konservierten Ablauf der Heilung,

unabhangig von dem betroffenen Gewebe, sprechen.
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In Bezug auf das raumliche Verteilungsmuster konnte in den Gruppen I/PRP- und
II/PRP+ ein vermehrtes Vorkommen von Myofibroblasten innerhalb des
Granulationsgewebes nahe der Bohrkante der Defekte beobachtet werden. Im
Unterschied dazu sind die detektierten Myofibroblasten in der Gruppe lll/Leerdefekte
gleichmaRig innerhalb des Granulationsgewebes verteilt. Die externe Zuflihrung von
homologen thrombozytaren Wachstumsfaktoren kommt in diesem Zusammenhang nicht
als Ursache in Betracht. Moglicherweise bildet der in die Defekte implantierte
Knochenersatzstoff eine  mechanische Barriere fir das sich  bildende
Granulationsgewebe und die einsprossenden Gefale, so dass sich Myofibroblasten
innerhalb des Granulationsgewebes nur nahe des Lagerknochens ansiedeln. Das Fehlen
von Granulationsgewebe in den Defektzentren der untersuchten Praparate der Gruppen
I/PRP- und IlI/PRP+ und das gleichzeitige, bis in das Defektzentrum reichende,
Vorkommen von Granulationsgewebe in der Gruppe lll/Leerdefekte stlitzt die Annahme
Uber den mafgeblichen Einfluss des Knochenersatzstoffes als raumliche Barriere und in
Bezug auf das raumliche Verteilungsmuster der im Granulationsgewebe detektierten

Myofibroblasten.

Das vermehrte Auftreten der Myofibroblasten im Bereich der Bohrkante in den Gruppen
I/PRP- und II/PRP+ korrespondiert raumlich mit den immunhistochemisch detektierten
Kollagen-I positiven Arealen. Eine Stimulation der extrazellularen Matrix Produktion und
der Vaskularisierung scheint somit in Zusammenhang mit dem Auftreten der

Myofibroblasten zu stehen.

TGF-B und PDGF stellen bezuglich der Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten wichtige Faktoren dar (Rubbia-Brandt et al. 1991, Serini und Gabbiani
1996; Clouthier et al. 1997; Powell et al. 1999). So wurde die induktive Funktion von
TGF-R 1 auf die Myofibroblastendifferenzierung bereits in vitro gezeigt (Desmouliére et
al. 1993; Ronnov-Jessen und Petersen 1993). Die Myofibroblastenformation induziert
durch TGF-B1 und —f32 wurde durch in vivo Untersuchungen ebenfalls bestatigt (Serini
und Gabbiani 1999).
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5.5 Schlussfolgerungen

Die im Vergleich zu der Gruppe I/PRP-, deutlich geringere Knochenneubildung der
Gruppe I/PRP+ am 20. Tag post implantationem kann auf die Applikation der im
homologen PRP enthaltenen Wachstumsfaktoren zuriickgefiihrt werden. Die mit einer
verstarkten Fremdkorperreaktion einhergehende reduzierte Knochenneubildung in der
Gruppe II/PRP+ gibt Hinweis auf eine verzdgerte Knochendefektheilung. Beziglich der
Granulationsgewebebildung kann auf qualitativer Ebene kein Unterschied zwischen den

untersuchten Gruppen festgestellt werden.

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Studie sollte der Verwendung von autologem
PRP der Vorzug gegeben werden. Unter Verwendung von autologem PRP konnte in
zahlreichen Studien ein die Knochenneubildung fordernder Einfluss beobachtet werden
(Zechner et al. 2003; Fontana et al. 2004).

Dennoch sollte der Einsatz von PRP, unabhangig seines Ursprungs, aufgrund der nicht
vorhersehbaren langfristigen Auswirkungen kritisch betrachtet werden. Eine eventuelle
Schadigung des Patienten, in Form einer gestérten Knochendefektheilung kann als Folge
der Applikation von Wachstumsfaktoren im Rahmen der Therapie von Knochendefekten
nicht ausgeschlossen werden. Ein toxisches Potenzial von, in hohen Dosen applizierten
Wachstumsfaktoren, ist dokumentiert (Sprutacz 2005; Ranly et al. 2007).
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden tierexperimentellen Studie am Miniaturschwein wurde die
Osseointegration eines nanopartikularen Knochenersatzstoffes auf Hydroxylapatitbasis
alleine und in Kombination mit homologen thrombozytdren Wachstumsfaktoren in der

Fruhphase der Knochendefektheilung untersucht.

Dazu wurde bei 26 mannlichen Miniaturschweinen der Rasse Mini-Lewe jeweils ein
standardisierter Knochendefekt mit dem DBCS-System (Diamond Bone Cutting System)
in der Interkondylarregion des femoropatellaren Gleitlagers angelegt. Es wurden drei
Gruppen gebildet. In der Gruppe I/PRP-, bestehend aus 11 Tieren, erfolgte die
Defektauffillung jeweils mit dem Knochenersatzstoff Ostim®. Die Defekte der Gruppe
[I/PRP+ (n=11) wurden mit einer Kombination aus Ostim® und PRP befillt, wahrend die
dritte Gruppe (n=4) als Kontrollgruppe diente, und die Defekte nicht beflllt wurden. Die
Explantation der operierten distalen Femura wurde am 20. Tag post implantationem
durchgeflihrt.

Der Entnahme von jeweils 250 ml Vollblut von 6 zufallig ausgewahlten Tieren folgte
mittels fraktionierter Zentrifugation die Gewinnung von Plasma, aus dem das im
vorliegenden Versuch verwendete homologe PRP hergestellt wurde. Zu den mittels
ELISA nachgewiesenen Wachstumsfaktoren zahlten TGF -1, bFGF und PDGF-BB.

Die nach der Explantation aufbereiteten Gewebe-Implantat-Proben fanden Eingang in
histologische, immunhistochemische und transmissionselektronenmikroskopische

Untersuchungen.

Hinsichtlich der Art und der Morphologie der in den Defektregionen lokalisierten Zellen
konnten in den Gruppen I/PRP- und II/PRP+ lichtmikroskopisch als auch
transmissionselektronenmikroskopisch keine Unterschiede festgestellt werden. Innerhalb
der Gruppe lll/Leerdefekte konnten im Gegensatz zu den Gruppen I/PRP- und |I/PRP+
weder Makrophagen noch mehrkernige Riesenzellen beobachtet werden. Der gewahlte
Untersuchungszeitpunkt 20 Tage post implantationem spiegelt in allen drei Gruppen die

Phase der Reparatur wider.

Die vergleichende lichtmikroskopische Untersuchung der Gruppen I/PRP- und II/PRP+
dokumentierte hinsichtlich der Knochenneubildung einen deutlich héheren Anteil und
Verzweigungsgrad an neugebildeten Knochenbalkchen in der Tiergruppe ohne einen
Zusatz von homologem PRP (Gruppe I|/PRP-). Bestatigt wird das Ergebnis der
lichtmikroskopischen Untersuchung durch die computergestitzte quantitative Auswertung
immunhistochemisch mittels Kollagen | detektierten Geflechtknochen-Areale.
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Als mdgliche Ursache flr die verzégerte Knochenneubildung in der Gruppe I[I/PRP+
muss der homologe Ursprung des verwendeten PRPs in Betracht gezogen werden. Eine
durch das PRP forcierte Entziindungsreaktion innerhalb der Defektbereiche scheint sich
negativ auf den Verlauf der Knochendefektheilung auszuwirken. Die innerhalb der
Defekte der Gruppe II/PRP+ vermehrt lokalisierten Makrophagen untermauern das
verstarkte Ausmall der Entziindungsreaktion innerhalb dieser Gruppe. Das Vorliegen
eines Circulus vitiosus im Sinne einer weiteren sich anschliellenden

Makrophagenrekrutierung und Zytokinausschuttung liegt nahe.

Innerhalb des untersuchten Granulationsgewebes im Bereich der Defektregionen der drei
Gruppen konnten Myofibroblasten nachgewiesen werden, die bisher im Zuge der
Wundheilung beschrieben wurden. Als ein entscheidendes Charakteristikum dieses
fibroblastenahnlichen Zelltypes gelten auf ultrastruktureller Ebene von intra- nach
extrazellular ausgerichtete Filamentstrukturen, die als Fibronexus bezeichnet werden. Ein
weiteres Merkmal der Myofibroblasten stellen die parallel zur Langsachse angeordneten

Aktin-Filamente dar.

Die immunhistochemische Untersuchung mittels Anti smooth-muscle actin-Antikdrpern
zeigte in den Gruppen I/PRP- und Il/PRP+ keinen Unterschied im raumlichen
Verteilungsmuster der detektierten Myofibroblasten, die sich in der Defektperipherie
konzentrierten. In Gruppe lll/Leerdefekte wurde im Unterschied zu den Gruppen I/PRP-
und IlI/PRP+ eine homogene Verteilung der Myofibroblasten innerhalb des Granulations-

gewebes verzeichnet.
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7. Summary

The current experimental study in Minipigs analyses the osseointegration of a
nanoparticulate hydroxyapatite alone and in combination with homologous platelet-rich

plasma (PRP) during the early phase of bone defect healing.

Using the DBCS-System (Diamond Bone Cutting System) standardized bone defects
were created in the intercondylar region of twenty-six male “Lewe” minipigs. Forming
three groups, the defects of group I/PRP- (n=11) were filled with Ostim®, the defects of
group II’/PRP+ (n=11) were filled with Ostim® in combination with PRP. The defects of
group lll/control group (n=4) were left empty. The explantation of the treated distal femura

followed 20 days later.

By using several centrifugation steps PRP was isolated from 250 ml blood from six
randomly selected minipigs (250 ml each). Detection of growth factors such as TGF-3-1,
VEGF, bFGF, PDGF AB and BB was performed by ELISA.

After explantation of the tissue implant specimen light microscopical,

immunohistochemical and transmission electron microscopical methods were performed.

Regarding cell-types and their morphology in the defects of group I/PRP- and II/PRP+
during the phase of repair, no difference was shown. In contrast, in group lll/control group

neither macrophages nor giant cells were seen.

Comparative light microscopical examination, underlined by immunohistochemical

analysis, of group | and Il showed a large increase of newly formed bone in group .

It cannot be excluded that the delayed formation of new bone in group IlI/PRP+ is related
to the origin of the homologous PRP. Forced inflammation by PRP seems to affect the
ingrowth of new formed bone adversely. Regarding the increase of the population of
macrophages in group Il, the forced inflammation in this group seems to be distinct.
Expecting a following recruitment of macrophages combined with the expression of

interleukines a vicious circle is to be suspected.

Within the granulation tissue of the created defects myofibroblasts could be detected. As
yet this cell type was associated preferentially with wound healing. Ultrastructural details
called fibronexus and actin-filaments located parallel to the centre line of the cell

characterize this type of cells.
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Regarding the formation of myofibroblasts, the immunohistochemical examination using
anti smooth-muscle actin-antibodies demonstrates no difference in the groups | and II. By
contrast Myofibroblasts in group lll/control group were located homogeneously within the

granulation tissue.
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