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1. EINLEITUNG

1.1 Problemstellung

Die Spondylodese, die operative Versteifung bestimmter Wirbelsdulensegmente, bei der
es zu einer knochernen Fusion derselben kommt, findet Anwendung bei instabilen
Verhéltnissen im Bewegungssegment.

Diese werden beispielsweise durch degenerative oder entziindliche Bandscheiben-
erkrankungen, Wirbelkorperfrakturen, Wirbelkorpertumoren, oder Wirbelbogenschluss-
storungen hervorgerufen (AEBI et al., 1991). Auch Pseudarthrosen und erfolglose
Spondylodesen resultieren unter anderem in Instabilititen des betroffenen Segmentes
(BRODKE und ZDEBLICK, 1992).

Eine stabile knocherne Fusion nimmt iiber eine limitierte Bewegung im entsprechenden
Wirbelsdulensegment die Irritation auf die neuralen Strukturen (ZDEBLICK et al., 1992).

Damit wird das primére Ziel bei der Therapie von Halswirbelsdulenerkrankungen, eine
bedrohliche Kompression im Bereich des Myelons, wie auch der Nervenwurzel zu ver-
meiden bzw. aufzuheben, durch die erfolgreich durchgefiihrte Spondylodese erreicht.

Als derzeitiger sog. ,.gold standard“ gilt der autologe tricorticale Beckenkammspan,
welcher in klinischen Studien bei 88-97 Prozent der Patienten nach 3-6 Monaten zu einer
soliden knochernen Durchbauung fiihrt (BRODKE und ZDEBLICK, 1992;
BOHLMAN et al., 1993). Allerdings kommt es hierbei neben einer erheblichen
Entnahmemorbiditdt zu moglichen Komplikationen, die sich etwa in Gefdverletzungen,
Verletzungen des N. cutaneus femoris lateralis, Wundinfektionen, chronischen
Schmerzen, sowie Narbenbildung ausdriicken (ARONSON et al, 1968;
BANWART et al., 1995). Dariiber hinaus ist von BRODKE und ZDEBLICK (1992) in
4-26 Prozent der operierten Fille Pseudarthrosenbildung festgestellt worden. Hinzu
kommen Sinterung, Wanderung und Frakturen des Spans bis zur kyphotischen Fehl-
stellung mit neurologischen Symptomen in 2-8 Prozent der Fille (BROWN et al., 1976;
BRODKE und ZDEBLICK, 1992; VILLAS et al., 1994), wobei letztere aus einem
Kollaps des Bandscheibenraumes resultiert.

Diese Tatsachen fiihrten zum zunehmenden Ersatz des tricorticalen Beckenkammspans
durch Spongiosa augmentierte intervertebrale Cages. Diese wurden entwickelt, die Hohe
des Intervertebralraumes stabil aufrechtzuerhalten und eine strukturelle Integritidt des
Zwischenwirbelraumes wéhrend des knochernen Durchbauungsprozesses zu gewihr-
leisten.

Die intraoperativ erzielte Distraktion des Bandscheibenraumes und damit Dekompression
der Neuroforamina kann mit diesen Implantaten besser erhalten werden, als mit einem
autologen Beckenkammspan. Sowohl in klinischen, biomechanischen, als auch tier-
experimentellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die intervertebrale Fusion
mit Cages gute Ergebnisse zeigt (ULRICH et al., 1991; ZDEBLICK et al., 1992;
ZDEBLICK et al., 1993; ZDEBLICK et al., 1994).

Dennoch ist weiterhin eine zweite Operation zur Entnahme der Beckenkammspan-
spongiosa notwendig, um damit den Cage zu befiillen. Damit sind die in diesem Zusam-
menhang aufgefilhrten Probleme nicht geldst, so dass es notwendig ist, synthetisch
herstellbare Materialien zu definieren, die in ihren Eigenschaften zur Erzielung einer
stabilen interkorporellen Spondylodese der autologen Spongiosa entsprechen.
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1.2 Ziel der Arbeit

Mit diesem Versuchsvorhaben soll die Effizienz neuartiger Knochenersatzstoffe als
Alternative zu der Verwendung autologen Knochens (Beckenkammspanspongiosa)
untersucht werden.

Es wird erwartet, dass der Einsatz dieser Substanzen zumindest ein gleichwertiges
Ergebnis hinsichtlich der soliden kndchernen Durchbauung wie das Autologon aufweist.
Dies wiirde bedeuten, eine weitere Operation, wie sie zur Entnahme des autologen
Knochenmaterials am Beckenkamm des Menschen nétig ist und die daraus resultierenden
zusitzlichen Leiden fiir den Patienten (verldngerte Narkosedauer, zusitzliche Wund-
heilungsschmerzen, Entnahmemorbiditit, weitere mogliche Komplikationen wie bereits
unter 1.1 beschrieben) in absehbarer Zukunft vermeiden zu kdnnen.

Im Gesamtvorhaben sind mehrere Doktoranden beteiligt, so dass die biomechanische
Beurteilung, wie auch die histologische und immunhistologische Untersuchung nicht
Gegenstand dieser Arbeit sind.

Es wird die Implantation der Cages nach SMITH und ROBINSON (1955) im Schafmodell
durchgefiihrt, wobei alle an dem Projekt Beteiligten OP-Prisenz zeigen und sich um die
Nachsorge der Schafe bemiihen.

In dieser Arbeit sollen die radiologischen Ergebnisse von vierundsechzig Schafen
gewonnen und beurteilt werden.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist, die Osteointegration verschiedener vorgefiillter
Implantate in Form eines Boxdesigns (Titan-Mesh-Cages) mit einer Kombination aus
osteoinduktiven und osteokonduktiven Materialien radiologisch zu evaluieren.

Die medizinischen Hypothesen lauten:

e Die Bandscheibenraumhdhe (BSRH) nach zwolf Wochen kommt dem Zustand
prae operationem néher als nach acht Wochen und die Knochendichte im Segment
C3/C4 entspricht nach zwolf Wochen derjenigen im dritten bzw. vierten Cervical-
wirbel.

e Die Verwendung von TGplPTH1-34 in Kombination mit TricOs als Fiillmaterial
fiir den Cage flihrt zu einer besseren Fusion als der Leercage.

e Die Kombination von TGplPTHI1-34 und TricOs fiihrt zu einem besseren
Heilungsergebnis als TricOs alleine.

e Der mit TGplPTHI1-34 und TricOs in Kombination gefiillte Cage liefert dhnliche
Ergebnisse wie der mit autologer Spongiosa bestiickte.

¢ Die Konzentration von TGpIPTH1-34 nimmt Einfluss auf das Heilungsergebnis.

e TGpIBMP-2 stellt sich ebenso gut hinsichtlich der Knochenneubildung dar, wie
Spongiosa.

Die Auswertung erfolgt anhand konventioneller Verlaufsrontgenaufnahmen sowie
qualitativer und quantitativer computertomographischer Untersuchungen. Die daraus
erhaltenen Ergebnisse werden in der vorliegenden Arbeit dargestellt.
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2. STAND DES WISSENS

2.1. Wirbelsiule des Schafes

Die Wirbelsdule schiitzt als Achsenskelett das Riickenmark und dient zahlreichen
Muskeln als Ansatz. Sie erfiillt sowohl statische, wie auch dynamische Aufgaben
(EVANS, 1985; FRICK et al., 1992). SLIJPER (1947) hat das Prinzip der Bogensehnen-
briicke, welches dem Tier neben Tragfihigkeit, Beweglichkeit und Elastizitit verleiht,
postuliert. Die miteinander verbundenen Wirbelkdrperbdgen und Dornfortsitze bilden
dabei den Obergurt, wohingegen die Wirbelkdrper mit den Bandscheiben den Untergurt
darstellen. Im Zusammenspiel beider Komponenten wird dieser Konstruktion Elastizitét
verliehen (NICKEL et al., 1992).

Die tragende Last der Wirbelsdule wird besonders von Brust- und Lendenwirbelséule,
sowie durch das Becken mit den dazugehdrigen Muskeln und Biandern iibernommen. Fiir
die Beweglichkeit sind vor allem die Zwischenwirbelscheiben, Muskeln wie auch kurze
und lange Bander zusténdig.

Die ,,Bogensehnenbriicke” Wirbelsdule ruht auf den ,,Pfeilern Vorder- und Hinter-
extremitédt, wobei die Schultergliedmalle kréftiger ausgebildet und beweglicher mit dem
Rumpf verbunden ist als die Hintere, da auf ihr mehr Last ruht und sie zudem noch in der
Vorwirtsbewegung vermehrt Last aufnimmt (NICKEL et al., 1992). Kopf und Hals
dienen dem Quadrupeden als Balancierstange.

Ein Wirbelsdulensegment setzt sich zusammen aus zwei gelenkig miteinander
verbundenen Wirbeln, der die beiden Wirbelkorper verbindenden Zwischenwirbelscheibe,
den echten Wirbelgelenken und dem dazugehdrigen Bandapparat.

Abb. 1: Halswirbelsiule des Schafes (nach Zietschmann aus Nickel, Schummer, Seiferle ,,Lehrbuch
der Anatomie der Haustiere, 1992) (a) Atlas, (b) Axis, (c)-(g) dritter bis siebter Cervicalwirbel,
(1) Ala atlantis, (2) proc. spinosus des zweiten Cervicalwirbels, (3) dens axis, (4) procc. spinosi der librigen
Halswirbel
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2.1.1 Anatomie des Wirbelkorpers

Die Wirbelsdule ist aufgebaut aus Hals-, Brust-, Lenden-, Kreuz- und Schwanzwirbeln.
Die Grundgestalt des einzelnen Wirbels folgt dabei immer dem gleichen Prinzip, wird
allerdings in den einzelnen Korperabschnitten spezifisch, funktionsbedingt geformt. Alle
Wirbel zdhlen zu den Ossa brevia, den kurzen Knochen.

Der Wirbelkorper besitzt die konvex geformte Extremitas cranialis, auch Caput vertebrae
genannt und eine konkave Extremitas caudalis, auch als Fossa vertebrae bezeichnet
(NICKEL et al., 1992; CAIN und FRASER, 1995; KANDZIORA et al., 2001). Beide
Flachen werden jeweils von einer Epiphyse gebildet, die durch eine Sutura mit dem
Wirbelkorper verbunden ist. An den Extremitates werden iiber eine hyalinknorpelige
Abschlussplatte benachbarte Wirbel durch Disci intervertebrales, den Zwischenwirbel-
scheiben, spaltfrei miteinander verbunden.

Auf der Dorsalfldche des Wirbelkorpers verlduft eine durchgehende Bandleiste neben der
die Wirbelblutleiter liegen. GefaB3kandle durchbohren den Wirbelkérper und miinden an
dessen Ventralfldche.

Die Crista ventralis ist in den einzelnen Abschnitten der Wirbelsdule unterschiedlich stark
ausgebildet, speziell der dritte bis flinfte Halswirbel des Schafes besitzt eine deutliche.
Uber die Dorsalfliche des Corpus vertebrae spannt sich der Arcus vertebrae, der Wirbel-
bogen, der gemeinsam mit dem Wirbelkorper das Foramen vertebrale, das Wirbelloch,
umschliefft. Die Foramina vertebralia aller Wirbel formen den Canalis centralis, den
Wirbelkanal, der das Riickenmark mit seinen Hiillen und austretenden Nerven sowie
Blutgefdflen, in Fett und lockeres Bindegewebe eingebettet, aufnimmt. Im Bereich des
ersten und zweiten Halswirbels, an der Hals- Brustgrenze sowie im Lendenbereich weist
dieser physiologische Erweiterungen auf, welche entsprechend dem umfangsvermehrten
Riickenmark in diesen Regionen Platz bieten. Der Canalis centralis des Schafes ist
kreisformig und hat durchschnittlich einen Durchmesser von dreizehn Millimetern
(CAIN und FRASER, 1995).

Cranial und caudal an den Wirbelbdgen befinden sich die Incisurae craniales bzw.
caudales, Einkerbungen. Die Incisurae aufeinander folgender Wirbel bilden jeweils das
Foramen intervertebrale, das Zwischenwirbelloch, welches den Segmentalnerven des
Riickenmarkes Austritt gewihrt.

Die Processus vertebrales, die Fortsdtze, welche als Processus spinosus (Dornfortsatz),
Processi transversi (Querfortsdtze) oder Processus articulares craniales bzw. caudales
(Gelenkfortsdtze) bezeichnet werden, dienen Muskeln und Béndern als Ansatz, oder der
gelenkigen Verbindung der Wirbel. Im Bereich der Brust- und Lendenwirbelsdule
kommen zusitzlich an Dornfortsatz und Wirbelkorper jeweils zwei Processus mammilares
(Zitzenfortsétze), die sich zwischen den Quer- und Gelenkfortsitzen einschieben, vor
(NICKEL et al., 1992; CAIN und FRASER, 1995).

Bei den Wirbelkorperverbindungen handelt es sich um unechte, spaltlose Gelenke,
wohingegen die Wirbelbogengelenke echte Gelenke mit Gelenkspalt und Gelenkkapsel
darstellen.

Im Anschnittkamm kann makroskopisch an den Wirbeln der kompakte Anteil, Substantia
compacta, von dem spongidsem, Substantia spongiosa, unterschieden werden. Die
Substantia spongiosa wird von einem trabekuldren Netzwerk von Knochenbélkchen
aufgebaut. In den Zwischenrdumen dieses Netzwerkes befinden sich die Cellulae
medullares, die Knochenmarkzellen bzw. Fettgewebe.

Nach LIEBICH (1999) folgt die Ausrichtung der Trabekel in Richtung der Druck- und
Zugbelastung. SMIT et al. (1997) belegten bereits zuvor das Wolff'sche Gesetz von 1870,
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welches besagt, dass die Ausrichtung der Trabekel des Wirbelkorpers entsprechend der
mechanischen Beanspruchung erfolgt (WOLFF, 1870). Da die Trabekel vornehmlich
parallel zur Korperachse laufen, wird dadurch wiederum die ,,Bogensehnenbriicken-
theorie* bestatigt.

Die Spongiosa, die von der Compacta umbhiillt wird, wird zum Inneren des Wirbelkdrpers
hin von der Knochenmarkhohle durch das Endost, welches ebenfalls die Haver'schen und
feineren Kanile umkleidet, abgegrenzt. Die Compacta wird nach auflen hin von dem
zweischichtigen Periost umschlossen. Das Periost, die Knochenhaut selbst, ist aus dem
Stratum fibrosum und dem Stratum osteogenicum aufgebaut. Das aulen liegende Stratum
fibrosum gibt in die Compacta ziechend kollagene Faserbiindel ab, die Sharpey’schen
Fasern. Diese stellen eine feste Verbindung der Muskelansatzsehnen dar. Das innen
liegende Stratum osteogenicum ist reich an Osteoprogenitorzellen, welche als
Vorlauferzellen fiir die Osteoblasten gelten (REMEDIOS, 1999).

Die Dimensionen der Wirbelkérper C3 und C4 werden von WILKE et al. (1997)
beschrieben, wobei fiir die radiologische Evaluation entscheidend der Aspekt ist, dass der
ventrale Anteil des Wirbelkorpers tendenziell kiirzer ist als der dorsale. Diese Differenz
wird durch die Bandscheibenraumhohen relativiert, wie KANDZIORA et al. (2001)
beschrieben haben. Die Wirbelkorperendplatten sind caudal grofer als cranial, wodurch es
zu einem etwa keilformigen Aussehen der Wirbelkorper kommt (WILKE et al., 1997).

Die Processi transversi dieser Wirbel treten cranial als Tuberculum ventrale, caudal als
Tuberculum dorsale auf.

Die Foramina intervertebralia des Schafes sind im Bereich des dritten und vierten
Cervicalwirbels sehr weit, ihre Bildung erfolgt durch tief eingezogene Incisurae
vertebralis cranialis et caudalis, ein Processus articularis cranialis lateralis tiberdeckt sie
(NICKEL et al., 1992).

Abb. 2: Halbschema eines Wirbelkorpers (aus Nickel, Schummer, Seiferle ,,Lehrbuch der Anatomie
der Haustiere“, 1992) (1) Corpus vertebrae, (2) Extremitas cranialis, (3) Crista ventralis, (4) Bandleiste,
(5) Venenloch, (6) Arcus vertebrae, (7) Proc. spinosus, (8) Proc. transversus, (9) Proc. articularis cranialis,
(10) Proc. articularis caudalis, (11) Proc. mamillaris, (12) Proc. accessorius, (13) For. Vertebrale,
(14) Inc. vertebralis cranialis, (15) Inc. vertebralis caudalis
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2.1.2 Anatomie der Bandscheibe

Die Funktion der zwischen zwei benachbarten Wirbeln liegenden Disci intervertebrales ist
die Abfederung von StoBen, die auf die Wirbelsdule einwirken. Strukturell, wie auch
funktionell besteht die Bandscheibe aus drei Anteilen, einem gallertigen Kern, dem
Nucleus pulposus, einem diesen umschliefenden faserigen Ring, dem Anulus fibrosus,
und schlieBlich den hyalinknorpeligen Uberziigen der Extremitates des jeweiligen
Wirbelkorpers, welche im eigentlichen Sinne den Ubergang Bandscheibe - Wirbelkdrper
kennzeichnen.

Anulus Huieus
fibrosus pulp#usus

Bandscheibe

Abb. 3: Darstellung des Aufbaues einer Bandscheibe (Humboldt-Universitit Berlin, Institut fiir
Sportwissenschaften, 2007)

2.1.3 Bandapparat der Halswirbelsédule

Der Bandapparat der Halswirbelsdule wird in kurze Bénder, welche zwei benachbarte
Wirbel verbinden und lange Bénder, welche mehrere Wirbel tiberbriicken, unterteilt.

Die Ligamenta interspinalia, intertransversaria und interarcualia, welche zwischen den
Dornfortsdtzen, den Querfortsidtzen bzw. den Wirbelbdgen verlaufen, zdhlen zu den
kurzen Béndern. Das Ligamentum longitudinale dorsale, am Boden des Wirbelkanals
entlang ziehend und das Ligamentum longitudinale ventrale, an der Ventralseite des
Wirbelkorpers verlaufend, hingegen zu den langen. Zusétzlich befindet sich im Bereich
der Halswirbelsdule das Ligamentum nuchae, welches sich nach caudal als Ligamentum
supraspinale fortsetzt.
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2.1.4 GefdBversorgung der Halswirbelsdule

Grundsétzlich werden fiir die arterielle Blutversorgung zwei vaskuldre Systeme unter-
schieden. Zum einen die Arterien zur Versorgung der Wirbel und Zwischenwirbel-
scheiben, zum anderen diejenigen, die der Versorgung des Riickenmarkes dienen.
Hauptgefal stellt die Arteria vertebralis dar, welche Rami spinales, die jeweils iiber ein
Foramen intervertebrale bzw. vertebrale laterale in den Wirbelkanal eintreten, abgibt.
Zunichst wird dabei ein Ramus canalis vertebralis, der sich wiederum in einen cranialen
und einen caudalen Ast aufzweigt, abgegeben. Von einem Segment zum darauf folgenden
stehen diese miteinander in Verbindung, so dass auf dem Boden des Wirbelkanals auf
jeder seiner Seiten eine girlandenartige Anastomosenbildung erfolgt. Im Bereich eines
einzelnen Wirbelkorpers kommt es weiterhin zur Bildung von Queranastomosen, es
entsteht ein Strickleitersystem. Die durch die Foramina nutritia eintretenden Arteriae
nutritiae gehen von dieser GefiaBBkette ab und dienen der Versorgung der Wirbelkorper.
Per Diffusion aus ihrem spongidsen Bereich erfolgt dann die Erndhrung der gefdBBlosen
Zwischenwirbelscheiben.

Die Versorgung des Riickenmarkes erfolgt durch die Arteriae nervomedullares, welche
ebenfalls von den Rami spinales abzweigen, und gemeinsam mit den Nervi spinales zum
Riickenmark ziehen. Dabei teilen sich die Arteriae nervomedullares in eine Arteria
radicularis ventralis, zur Unterseite des Riickenmarkes ziehend, und eine Arteria
radicularis dorsalis, zu dessen Dorsalseite stromend, auf. Erstere teilt sich selbst wiederum
in einen Ramus cranialis und caudalis. Die Aste aufeinander folgender Segmente
anastomosieren, so dass sich die unpaare Arteria spinalis ventralis bildet, die sich entlang
der Fissura mediana ventralis liber das gesamte Riickenmark ausdehnt.

Die Venen des Riickenmarkes zeigen im Wesentlichen einen dhnlichen Verlauf, wie die
zufiihrenden Gefal3e, wobei der venose Abfluss entweder in die Rami spinales oder in den
Plexus venosus vertebralis internus erfolgt. Die Bezeichnung als Wirbelblutleiter, Sinus
vertebralis, desselben riihrt daher, dass er die Fortsetzung des basalen, epiduralen Blut-
leitersystems des Gehirns darstellt. Beim Menschen wird das Riickenmark vollstédndig von
thm umgeben, beim Schaf liegen zwei weitlumige, klappenlose Venenrohren, die im
Spatium epidurale dem Boden und den Seiten auf- bzw. anliegen, vor.

Die Blutleitervenen nihern sich im Bereich der Wirbelkorper einander an, im Bereich der
Foramina intervertebralia divergieren sie wieder, auch sie bilden Queranastomosen
(NICKEL et al., 1992).
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Abb. 4: Halbschematische Darstellung der Arterien am Boden der Schiidelhohle und des Wirbel-
kanales im Bereich der ersten Halswirbel (I.-IV.) (aus Nickel, Schummer, Seiferle ,,Lehrbuch der
Anatomie der Haustiere*, 1992)

2.2. Tiermodell

Die Erhebung von Daten beziiglich der Osteointegration, sowie Umbau und Resorption
von Knochenersatzplastiken zu bestimmten Zeitpunkten wird nach wie vor erst im Tier-
experiment ermdglicht.

Bereits 1913 wurde erstmals von ALBEE mittels einer dorsalen Fusion der Dornfortsétze
eine Wirbelsdulenfusion in einem Tiermodell, welches Hunde verwendete, beschrieben.

In den folgenden Jahren konnte in zahlreichen Operationen mit den verschiedensten
Implantaten an unterschiedlichen Wirbelsdulenregionen und Tierarten gezeigt werden,
dass Tiere wie Méuse oder Ratten gegeniiber grofleren Sdugetieren einen gesteigerten
Stoffwechsel, somit auch einen erhohten Knochenstoffwechsel, haben und deshalb nicht
dem menschlichen vergleichbar sind (ANSELME et al., 1999; FLAUTRE et al., 1999).
Das Schaf hat sich als Tiermodell in der orthopaddischen und chirurgischen Forschung
durchgesetzt (DUDA et al., 1998; KLEIN et al., 2003). KANDZIORA et al. (2001)
konnten aufzeigen, dass die bovine bzw. ovine Halswirbelsdule, im Besonderen das
Segment C3/C4 verglichen zu der humanen dhnliche biomechanische und anatomische
Begebenheiten aufweist, so dass die gewonnenen Daten vom Schaf auf den Menschen
iibertragen werden konnen. Das Schaf konnte bereits von WILKE et al. (1997), sowie von
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CAIN und FRASER (1995) als geeignetes Modell zur Untersuchung der ventralen inter-
korporellen Fusion ermittelt werden.

Verwendet wurden in der vorliegenden Studie weibliche Schafe der Rasse Merino-Mix,
von zwei bis vier Jahren. Zu diesem Zeitpunkt sind die Tiere vollstindig ausgewachsen
und die Wachstumsfugen geschlossen, so dass die Evaluation einer knochernen Fusion
bzw. einer Pseudarthrosenbildung gut moglich ist.

2.3. Frakturheilung, ossirer Umbau

Knochengewebe unterliegt einer lebenslangen Anpassung an sich dndernde mechanische
Anspriiche mit dem Ziel des Erhaltes der Stabilitdt des Knochens (BINNINGTON, 1990).
Die Knochenstruktur verlduft dabei in Richtung der einwirkenden Druck-, Zug- und
Scherkrifte, wie WOLFF (1892) bereits postulierte. Die Knochenneubildung erfolgt dabei
durch Osteoblasten, welche wiederum aus Vorlduferzellen, die von Periost und Endost
gebildet werden, hervorgehen (KITT und SCHULZ, 1990).

Grundsétzlich werden die primidre und die sekundédre Frakturheilung unterschieden.
Erstere geht mit einer sog. Regeneration einher, das heifit, die Osteone konnen von einem
Frakturende ohne einen Spalt iiberbriicken zu miissen in das andere einwachsen
(SCHWEIBERER und SCHENK, 1977). Wohingegen man bei der sekundéren eher von
einer Reparation spricht, bei der ein Frakturspalt zu {iberbriicken ist, was in der Regel nur
mit einer deutlichen Kallusbildung einhergehen kann (SCHEBITZ et al., 1993).

Die Situation der interkorporellen Spondylodese entspricht einer sekundiren Fraktur-
heilung. Der ,,Frakturspalt™ wird dabei iiber eine periostale und endostale Kallusbildung
der angrenzenden Wirbelkorper C3 und C4 {iberbriickt und stabilisiert. Nach
BINNINGTON (1990) ist das Ausmal} der Kallusbildung von der interfragmentéren
Beweglichkeit, besonders in den ersten Wochen, abhidngig. GOODSHIP und
KENWRIGHT (1985) stellten fest, dass ein geringes Bewegungsausmall den Heilungs-
prozess fordert, ist es allerdings zu grof3 wird dieser behindert. Im Laufe des Heilungs-
prozesses kommt es zunédchst zu einer Bildung von Granulationsgewebe, welches sich im
weiteren Verlauf differenziert, bevor in der letzten Phase die Umstrukturierung des
Geflechtknochens in den Lamellenknochen erfolgt (MELCHER und IRVING, 1962;
REMEDIOS, 1999). Nach SCHENK und WILLENEGGER (1977) kommt es zu diesem
Zeitpunkt auch zu einem Abbau der Kallusmassen.

2.4. Ventrale interkorporelle Spondylodese

2.4.1 Indikationen

Die Spondylodese oder knocherne Fusion eines respektive mehrerer Wirbelsdulen-
segmente erfolgt, um eine Wiederherstellung der klinischen Stabilitit der Wirbelsdule bei
Storungen ihrer strukturellen Integritét zu erzielen.

So kommt diese Operationstechnik beispielsweise im Anschluss an Korrekturosteotomien
von Kyphosen oder Skoliosen zum Einsatz, um progressive Deformititen dieser Art
aufzuhalten (WHITE und PANJABI, 1990).

Hauptindikationsgebiete sind allerdings Bandscheibenvorfille, Traumata, Tumoren,
Infektionen oder Osteophytenbildung, welche alle eine Kompression des Myelons
und/oder der Nervenwurzel zur Folge haben kénnen (WHITE und PANJABI, 1990). Bei
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progredienter Entwicklung fiihrt diese Kompression nervaler Strukturen der Halswirbel-
sdule zu einem cervicalen Syndrom, welches je nach Lokalisation als cervico-cephales
oder cervico-brachiales Syndrom bzw. cervicale Myelopathie bezeichnet wird.
Pardsthesien bis hin zu symmetrischen Querschnittssyndromen mit Para- und Tetra-
paresen, gesteigerten Eigenreflexen und Stérungen der Blasen- und Darmfunktion sind
mogliche Folgen (DELANK und GELEN, 2004).

Dornfortsatz
Intervertebralgelenk
Spinalnervenwurzel im Foramen
intervertebrale
hinteres/dorsales Léngsband
Bandscheibe
Nukleus pulposus
Anulus fibrosus
Wirbelkorper
Anulusschwiche
0. Degeneratives Intervertebralgelenk
1. Bandscheibenprolaps, Diuck auf
Nervenwurzel
12. Wirbelkérperendplatte
13. Degenerative Bandscheibe mit
Bildung von Osteophyten
14. vorderes/ventrales Langsband

W =

S e

e = 5]

Abb. 5: Schematische Darstellung einer Wirbelsdule im Lingsschnitt modifiziert nach Roche Lexikon
Medizin online (2003). Darstellung verschiedener pathologischer Verinderungen der Bandscheiben,
sog. Discopathien, die als Indikation fiir eine Spondylodese gelten

2.4.2 Operationstechnik

Ziel bei der ventralen interkorporellen Spondylodese ist nach erfolgter anteriorer
cervicaler Diskektomie und dabei erzielter Dekompression des Spinalkanales und der
Neuroforamina iiber den Erhalt der Bandscheibenraumhdhe eine deutliche Verbesserung
der klinischen Symptome, welche sich beispielsweise durch Schmerz, eine Radiculopathie
oder Myelopathie &duflern (ROBINSON und SMITH, 1955; CLOWARD, 1958;
ROBINSON et al., 1962; SCHULT et al., 1989; BOHLMANN et al, 1993;
EMERY et al., 1994; PETTERSSON et al., 1997; KANDZIORA et al., 1999).

Eine intervertebrale kndcherne Fusion des betroffenen Wirbelsdulensegmentes wird dabei
empfohlen, um eine Dauerstabilitit zu gewidhrleisten (ROBINSON und SMITH, 1955;
ROBINSON et al., 1962; ARONSON et al., 1968; DE PALMA et al, 1972;
PETTERSSON et al., 1977; BRODKE und ZDEBLICK, 1992; BOHLMANN et al., 1993;
EMERY et al., 1994).

Voraussetzungen fiir eine stabile interkorporelle Spondylodese sind dabei nach MAGERL
et al. (1992) Druckfestigkeit des Implantatlagers, Unversehrtheit der Gelenkfortsdtze und
der dorsalen Bénder.
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Durchgefiihrt wurde in diesem Projekt die von SMITH und ROBINSON (1958),
ARONSON et al. (1968) sowie von CLOWARD (1988) etablierte Operationsmethode, bei
der die interkorporelle Spondylodese von ventral her erfolgt.

Ein ventraler Zugang zur Halswirbelsdule, um eine Wirbelkorperfusion zu erreichen,
wurde von ABBOTT (1952) erstmals erdacht, von BAILEY und BAGDLEY (1960)
weiterentwickelt. SMITH und ROBINSON waren allerdings diejenigen Autoren, welche
die Operationsmethode schriftlich 1955 in einem Bulletin des John Hopkins Hospital
(Bulletin John Hopkins Hospital 1955, 96, 223-224) erstmals erwéhnten, bevor sie diese
1958 offentlich zugénglich publizierten.

Als Material, welches in den Intervertebralraum zur Erzielung der Spondylodese
eingebracht wurde, verwandten die genannten Autoren autologes aus dem Becken-
kammspan, was derzeit immer noch als sog. ,,gold standard* gilt. Obwohl verschiedene
Autoren die mit diesem Implantat verbundenen Komplikationen hervorhoben und hervor-
heben, wie unter Kapitel 2.5.1 beschrieben.

2.5. Wirbelkorperinterponate

Nach KALFAS (2001) haben die fiir eine Wirbelsdulensegmentfusion genutzten
Implantate 1idealerweise osteoinduktive und -konduktive Eigenschaften, sind bio-
mechanisch stabil und dariiber hinaus frei von Krankheitserregern, bei einer moglichst
geringen immunologischen Aktivitdt, um eine lokale Entziindungsreaktion mit Osteolyse
und vermindertem Knochenwachstum zu verhindern.

Sogenannte Autografts, Materialien, welche vom Patienten selbst gewonnen werden,
erfiillen alle diejenigen an Implantate gestellte Anforderungen. In diesen enthaltene
Knochenzellen, welche fiir eine zellvermittelte Induktion zustdndig sind, und Grund-
substanz, die Wachstumsfaktoren enthilt, besitzen direkte osteoinduktive Wirkung
(LIND und BUNGER, 2001).

Mit der Verwendung von Autografts sind jedoch verschiedene Komplikationen
verbunden, wie beispielsweise Hamatome, Infektionen, Frakturen, Nervenverletzungen an
der Entnahmestelle (SPIVAK und HASHARONI, 2001).

In der Literatur ist auch die Verwendung von Allografts, Knochenmaterial von
Angehorigen der gleichen Spezies ohne bestehende Verwandtschaft, beschrieben. Diese
sind in groBeren Mengen vorhanden und vermeiden die Nachteile, die bei der Entnahme
eines Autografts fiir den Patienten bestehen. Allografts sind osteokonduktiv, aber nur
gering osteoinduktiv. Des Weiteren bergen sie Risiken wie eine mogliche Ubertragung
von Krankheitserregern oder Histoinkompatibilitidt. AuBlerdem erfordert der Einbau in die
Umgebung einen langen Zeitraum und fiihrt nur in seltenen Féllen zu einer kndchernen
Fusion (BERVEN et al., 2001).

2.5.1 Autologa

Der tricorticale Beckenkammspan gilt derzeit als sog. ,,gold standard”. In klinischen
Studien fiihrt er bei 88-97 Prozent der Patienten nach 3-6 Monaten zu einer soliden
kndchernen Durchbauung (BRODKE und ZDEBLICK, 1992; BOHLMAN et al., 1993).

Ein autologer Beckenkammspan besitzt iiber die in ithm enthaltenen mesenchymalen
Zellen, Osteozyten und Osteoblasten, sowie durch die dreidimensionale vitale Struktur
ideale Fahigkeiten zur Osteokonduktion und -induktion. Immunologische Reaktionen, in
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Form einer Osteolyse beispielsweise auftretend, sind mit dem Einsatz diesen Autologons
nicht gegeben.

Allerdings kommt es neben einer erheblichen Entnahmemorbiditit zu weiteren
Komplikationen, wie etwa Gefdlverletzungen, Verletzungen des N. cutaneus femoris
lateralis, Wundinfektionen, chronischen Schmerzen, Narbenbildung, Dysésthesien,
Muskelhernien, die zu einer peritonealen Perforation fithren kénnen sowie Frakturen des
os ilium und sacroiliacale Dislokationen, welche sich wiederum in Gehstorungen aus-
driicken (ARONSON et al., 1968; RISH et al., 1975; BROWN et al., 1976;
SIMMERS und EISENSTEIN, 1989; ZDEBLICK et al., 1993; ZDEBLICK et al., 1993;
SAVOLAINEN et al., 1994; ZDEBLICK et al, 1994; AN et al., 1995;
BANWART et al., 1995; ARRINGTON et al., 1996, PORCHET und JAQUES, 1996;
GOULET et al., 1997; PETTERSSON et al., 1997; SCHNEE et al. 1997).

In 4-26 Prozent der operierten Probanden ist von BRODKE und ZDEBLICK (1992)
dazu kommend Pseudarthrosenbildung festgestellt worden. STEINMANN und
HERKOWITZ (1992) beschrieben im gleichen Jahr die Pseudarthrosenbildung als das
dokumentierte Anzeichen des Ausbleibens einer knochernen Fusion mit einer Inzidenz
von 0-26 Prozent im cervicalen Bereich ein Jahr post operationem.

Sinterung, Wanderung und Frakturen des Spans bis zur kyphotischen Fehlstellung mit
neurologischen Symptomen, letztere aus einem Kollaps des Bandscheibenraumes
resultierend, werden in 2-8 Prozent der Fille als weitere mogliche Komplikationen
genannt (BROWN et al., 1976; BRODKE und ZDEBLICK, 1992; VILLAS et al., 1994;
PARTHIBAN et al., 2002).

2.5.2 Cages

Die unter Kapitel 2.5.1 beschriebenen, mit dem Einsatz des tricorticalen Beckenkamm-
spanes verbundenen Komplikationen fiihrten zum zunehmenden Ersatz desselben durch
Spongiosa augmentierte intervertebrale Cages.

Die ersten Cages wurden von HARMS (1986) und BAGBY (1988) entwickelt, in den
darauf folgenden Jahren wurde eine Vielzahl von Cages unterschiedlicher Materialien und
Designs beschrieben. Bei allen ist eine ventral angebrachte Osteosyntheseplatte durch ihre
eigene formschliissige Verankerung im Bandscheibenfach meist nicht erforderlich.

Die Aufgabe der Cages ist die Hohe des Intervertebralraumes stabil aufrechtzuerhalten
und eine strukturelle Integritit des Zwischenwirbelraumes wihrend des kndchernen
Durchbauungsprozesses zu gewihrleisten (WEINER und FRASER, 1998). Die intra-
operativ erzielte Distraktion des Bandscheibenraumes und damit Dekompression der
Neuroforamina kann mit diesen metallischen Implantaten besser erhalten werden, als mit
einem autologen Beckenkammspan (SANDHU et al., 1996). Sowohl in klinischen, bio-
mechanischen, als auch tierexperimentellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
die intervertebrale Fusion mit Cages gute Ergebnisse zeigt (ULRICH et al., 1991;
ZDEBLICK et al., 1992; ZDEBLICK et al., 1993; ZDEBLICK et al., 1994). So weisen
Cages zum Beispiel eine hohere initiale Stabilitit im Bewegungssegment im Vergleich zu
mit  tricorticalem  Beckenkammspan  versorgten = Wirbelsdulensegmenten — auf
(BRANTIGAN et al., 1991; HELLER et al, 1993; SHONO et al., 1993;
TENCER et al., 1995; BRODKE et al., 1997; NIBU et al., 1997; RAPOFF et al., 1997;
JOST et al., 1998; LUND et al., 1998; EYSEL et al.,, 2000; WILKE et al., 2000;
SHIMAMOTO et al., 2001; CUNNINGHAM et al., 2002).

Zu Beginn der Forschung wurde vor allem auf mechanische Stabilitit geachtet, weniger
auf das Design (TENCER et al., 1995; NIBU et al., 1997). KANAYAMA et al. (2000)
konnten erstmals die Wichtigkeit des Designs der Cages nachweisen. So bewiesen sie in
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einem in vitro Experiment, dass unterschiedliche Druckverhiltnisse entsprechend des
Cagedesigns auf das inkorporierte Material einwirken. Auf dem Wolff'schen Gesetz
basierend, fanden sie heraus, dass mit zunehmender Grofle der maximalen Pore in der
Auflagefliche des Cages der Stress auf die eingebrachte Spongiosa sinkt und damit das
Einheilungsverhalten des Implantates giinstig beeinflusst wird.

An der Charité, Berlin, wurden umfangreiche Untersuchungen zur Optimierung des Cage-
designs, hinsichtlich Auflagefliche und Durchmesser der maximalen Pore, sowie zur
Evaluation  von intervertebralen Cages im Tierversuch durchgefiihrt
(KANDZIORA et al., 2001; KANDZIORA et al., 2002). KANDZIORA et al. konnten
dabei keine signifikanten designbedingten Unterschiede hinsichtlich des Einheilungs-
verfahrens eines Titan-Mesh-Cages im Box- bzw. im Zylinderdesign feststellen
(KANDZIORA et al., 2002).

In Verbindung mit vorangegangenen Studien, dem Wolff'schen Gesetz folgend und die
Auflagefliche als entscheidendes Kriterium fiir die Gefahr der Sinterung beachtend
(HOLLOWELL et al., 1996; SANDHU et al., 1996; EYSEL et al., 2000), fiel fiir dieses
Projekt die Wahl auf den Titan-Mesh-Cage im Boxdesign (SynCage C®, Synthes GmbH,
Solothurn, Schweiz). Durch seine Form passt sich dieser Cage den anatomischen
Begebenheiten des Bandscheibenfaches perfekt an, nach cranial weist er eine konvexe,
nach caudal eine geringgradig konkave Kriimmung auf (s. Abb. 9, Kap. 3.5.2.3). Die
Anpassung der Form in dieser Art fiihrt zu einer gleichmafigen Belastung des Implantates
im Bandscheibenfach, wodurch ein Zerbersten des Cages verhindert wird.

2.5.3 Cagefiillungen: osteoinduktive und -konduktive Stoffe

Von einigen Autoren wird der mit Spongiosa bestiickte Cage als neuer klinischer goldener
Standard bezeichnet. Nach WEINER und FRASER (1998) gilt die Befiillung des Cages
mit Spongiosa bisher als Vorraussetzung fiir eine solide kndcherne Durchbauung des
Intervertebralraumes.

Zu beachten ist dennoch, dass auch die Spongiosaentnahme mit einem Zweiteingriff
verbunden ist. Die Entnahmemorbiditét ist dabei zwar geringer als bei der Entnahme des
Beckenkammspanes, aber die unter 2.5.1 genannten Komplikationen stellen weiterhin
mogliche Gefahren dar (COLTERJOHN und BEDNAR, 1997; GOULET et al., 1997;
HILL et al., 1999). Hinzu kommt das begrenzte Vorkommen von Spongiosa.

Es ist also notwendig, synthetisch herstellbare Materialien zu definieren, die in ihren
Eigenschaften zur Erzielung einer stabilen interkorporellen Spondylodese der autologen
Spongiosa entsprechen, bei gleichzeitiger Vermeidung der mit ihrem Einsatz verbundenen
Komplikationen. Zusétzlich sollten sie in grolen Mengen vorhanden bzw. herzustellen
sein.

Entwickelt und eingesetzt werden derzeit osteoinduktive und osteokonduktive Stoffe.
Osteoinduktive Proteine bewirken die direkte Umwandlung undifferenzierter, pluri-
potenter Zellen mesenchymalen Ursprungs in Osteoprogenitorzellen, Knochenvorldufer-
zellen. Damit bewirken sie liber die Bildung von Osteoblasten und Osteozyten die direkte
Forderung der Knochenneubildung.

Osteokonduktive Stoffe stellen ecine Leitstruktur dar, welche ein Einwachsen von
Kapillaren, perivaskuldrem Gewebe und Knochenzellen aus dem umliegenden Gewebe in
den Defektraum erleichtert. Eine wichtige Rolle nimmt dabei der Durchmesser der Poren
ein, so bildet sich mineralisiertes Knochengewebe erst in Ersatzmaterialien mit einem
Porendurchmesser von 100 um, Osteon-dhnliche Strukturen besitzen einen Poren-
durchmesser von 200 um. Ebenfalls eine wichtige Rolle fiir die kndcherne Durchbauung
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spielen die interporésen Verbindungen (LIND und BUNGER, 2001). Osteokonduktive
Stoffe fordern durch ihr passives Verhalten indirekt die Knochenneubildung.

Ein generelles Problem beim Einsatz von Knochenimplantaten ist ihr teilweise schlechtes
Integrationsverhalten, welches sich durch AbstoBungsreaktionen, mangelnde mechanische
Stabilitét, Infektionen und daraus resultierenden Entziindungen dufBert. Dies ist begriindet
in einer unzureichenden regen Wechselwirkung zwischen dem Implantat und dem an
dasselbe angrenzenden Gewebe.

Die Fiillung des Cages mit osteoinduktiven und osteokonduktiven Materialien in
Kombination soll die Integration der Cages und die intervertebrale Fusion verbessern und
beschleunigen.

2.5.3.1 Parathormon (PTH1-34)

Systemisch bewirkt Parathormon (PTH1-34) im Organismus die Regulierung des Blut-
kalziumspiegels. Dabei ist seine Rolle recht komplex, da PTH sowohl Knochenaufbau als
auch Knochenabbau stimulieren kann. Dabei wirkt es indirekt auf die Differenzierung von
osteoklastéren Vorlduferzellen, d.h. es erzielt eine Forderung der Knochenresorption. Zum
anderen bindet es direkt an die Osteoblasten, genauer deren Oberfldchenrezeptoren und
stimuliert die Proliferation von diesen. Dieses fiihrt zu einer Neusynthese des Knochens
und der Resorbierte wird damit ersetzt (POOLE und REEVE, 2005).

Die systemischen Effekte von PTH sind eingehend untersucht worden und es wird bereits
klinisch in der Osteoporosebehandlung eingesetzt (WHITFIELD, 2003).

Hinsichtlich einer Verbesserung der Erzielung einer spinalen Fusion wurde es, als
unmodifizierte Variante, systemisch appliziert (LAWRENCE et al, 2006;
ABE et al., 2007). In diesen Studien wurde zunichst eine ventrale interkorporelle
Spondylodese mit Hilfe des autologen Beckenkammspanimplantates durchgefiihrt und
PTH1-34 dann additiv in intermittierenden Abstdnden post operationem injiziert. Die
Ergebnisse der Studien zeigten, dass PTH1-34 die Zeit der Knochenheilung reduzierte,
indem es zur Bildung einer groferen und dichteren Fusionsmasse fiihrte. Es konnte
gezeigt werden, dass PTHI-34 eine erhohte mRNA-Expression sowohl von Osteoklasten-
wie auch Osteoblastenvorlduferzellen bewirkte.

Der lokale Einsatz des Parathormons ist von BONADIO et al. (1999) erstmalig untersucht
worden, mit dem Ergebnis, dass dieses die Geweberegeneration in Knochendefekten und
eine Neusynthese des Knochengewebes bewirken kann. Verschiedene Autoren konnten
inzwischen die Bindung des PTH an den PTH-Rezeptor der Osteoblasten mit einem
folgenden Anstieg der cAMP und down-Regulation des PTH-Rezeptor-Gens in in vitro
wie auch in vivo Versuchen nachweisen (FLUHMANN et al, 1998;
KAWANE et al., 2001; KAWANE et al., 2003; HARAMOTO et al., 2007).

In diesem Projekt wurde eine Modifikation des PTH1-34 in einer Fibrinmatrix
(TGpIPTH1-34) verwendet, die unter Kap. 3.4.1 beschrieben wird.

Die lokale Applikation des modifizierten TGplPTH1-34 in einer Fibrinmatrix wurde in
der vorliegenden Studie erstmals zur Erzielung einer Spondylodese im Bereich der
cervicalen Wirbelsdule eingesetzt. Die Bindung dieser modifizierten Variante des
PTHI1-34 an den PTH-Rezeptor der Osteoblasten, die Wirkung auf selbige und die
Forderung der Knochenregeneration bei lokaler Applikation konnte zuvor sowohl in
in vitro - als auch in vivo - Vorversuchen dargestellt werden (ARRIGHI et al., 2007).
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In einer Studie von ARRIGHI et al. (2007 und 2009) wird der lokale Einsatz von
TGplPTH1-34 in einer Fibrinmatrix im sog. Drilldefekt-Modell am Schaf demonstriert.
Dabei wurde ein 8 x 13 mm grofer Defekt proximal und distal an beiden Femur- und
Humerusknochen gesetzt. In dieser Studie wurde das modifizierte Hormon in vier
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, wobei im Ergebnis der prozentual neu
gebildete Knochen bei einer Konzentration von 1,0 mg/ml und 0,4 mg/ml am gréften war.
In keinem Fall kam es in dieser Studie zu einer immunologischen Antwort.

Erste klinische Erfahrungen des Einsatzes von TGplPTHI1-34 in eine Fibrinmatrix
eingebunden, stellten FUERST et al. (2007) in einer Publikation dar, die die Behandlung
einer subchondralen Knochenzyste bei einem Warmblutfohlen mittels demselben
beschreibt. In diesem Fall kam es zu einer schnellen, komplikationslosen Heilung.

2.5.3.2  Wachstumsfaktoren inkl. bone morphogenetic protein-2 (BMP-2)

1979 konnte URIST erstmalig die osteoinduktiven Eigenschaften demineralisierter
Knochenmatrix feststellen. Weitere Wachstumsfaktoren konnten inzwischen durch
Protein-Isolation und molekulare Klonierung entdeckt werden. Dabei handelt es sich nach
TRIPPEL et al. (1996) neben den transforming growth factors (TGF’s) und bone
morphogenetic proteins (BMP’s) um epidermal growth factors (EGF’s), platelet derived
growth factors (PDGF’s), fibroblast growth factors (FGF’s) und insulin like growth
factors (IGF I + II). Von diesen zeigten jedoch nur einige einen signifikanten osteo-
induktiven Effekt.

Durch die Applikation der Wachstumsfaktoren in der Wirbelsdulenchirurgie soll eine
Stimulation der intervertebralen Spondylodese erwirkt werden. Bisher konnten nur
BMP-2 (SANDHU et al., 1996; FISCHGRUND et al., 1997; SANDHU et al., 1997;
SELLERS et al., 1997; ZEGZULA et al., 1997; BODEN et al., 1998;
ZDEBLICK et al., 1998; BODEN et al.,1999; DAVID et al., 1999; HECHT et al., 1999;
ITOH et al, 1999; MARTIN et al, 1999; MEYER et al, 1999;
KANDZIORA et al., 2002) und BMP-7 (LAURSEN et al., 1999; GRAUER et al., 2001)
thre osteoinduktive Kapazitit beweisen, wobei das unmodifizierte BMP-2 auf einen
Kollagenschwamm als Carrier aufgebracht in ersten klinischen Studien untersucht wurde
(SORENSEN et al., 1990; TAKAOKA et al, 1991; FISCHGRUND et al., 1997
BODEN et al., 1998; MARTIN et al., 1999; BODEN et al., 2000).

BMP-2 und BMP-7 stellen eine Untergruppe der transforming growth factors-p (TGF-)
dar, die an der Regulation der Angiogenese, der Synthese der Knochensubstanz und an der
Knochenformation beteiligt sind. Damit wirken diese Proteine osteoinduktiv, das heifit sie
sind in der Lage mesenchymale Zellen direkt zur Differenzierung in Knochenzellen
anzuregen (LIND und BUNGER, 2001). Im Knochen liegen bone morphogenetic proteins
nur in geringen Mengen vor, sie konnen jedoch rekombinant mittels gentechnischer
Methoden, wobei sie als Priaproteine synthetisiert werden, in groBen Mengen hergestellt
werden (KALFAS, 2001; HILLGER, 2005).

Speziell von BMP-2 konnte in vorangegangenen Untersuchungen der positive Effekt
desselben auf die Beschleunigung der Frakturheilung und eine Optimierung der
mechanischen Eigenschaften der Spondylodese im GroBtiermodell nachgewiesen werden
(KANDZIORA et al., 2002). Ein weiteres Ergebnis der Untersuchung war, dass die
Applikation von BMP-2 der intervertebralen Fusion mit autologem Knochenmaterial
iiberlegen war, unter gleichzeitiger Vermeidung der Entnahmemorbiditit des autologen
Knochens (KANDZIORA et al., 2002).

Auch das hier verwendete BMP-2 war, wie auch das Parathormon (TGplPTHI1-34),
modifiziert worden und sollte damit in seinen Eigenschaften hinsichtlich der Knochen-
regeneration verbessert werden.
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Die osteoinduktiven Proteine (PTH1-34 und BMP-2), die hier verwendet wurden, wurden
wéhrend der Fibrinmatrix-Bildung aus Fibrinogen und Thrombin als Hauptkomponenten
durch eine neuartige Technologie kovalent darin eingebunden und lokal durch Proteasen
freigesetzt (siehe Kap. 3.4.1).

2.5.3.3  Triagermaterialien fiir osteoinduktive Proteine — Fibrin und Kollagen
Fibrin

In diesem Versuchsvorhaben wurden die verwendeten, speziell modifizierten, osteo-
induktiven Proteine (Parathormon - PTH, bone morphogenetic protein - BMP-2) kovalent
in eine Fibrinmatrix eingebunden.

Fibrin stellt ein resorbierbares, biokompatibles Tragermaterial dar, welches die Infiltration
von Zellen ermdglicht und damit den normalen Heilungsprozess unterstiitzt. Dabei besitzt
die Fibrinmatrix selbst mit ihrer osteokonduktiven Eigenschaft schon einen positiven
Effekt auf die Knochenheilung (LE GUEHENNEC et al., 2005).

SCHMOECKEL et al. (2005) konnten nachweisen, das die kovalente Einbindung der
Proteine in die Fibrinmatrix zum einen eine verlingerte Verweildauer derselben am Ort
der gewiinschten Knochenneubildung, zum anderen eine kontrollierte Freisetzung und
damit lokale Wirkung bei Minimierung von systemischen Effekten bewirkt. Dariiber

hinaus kann die Konzentration der eingesetzten Proteine und damit mogliche Neben-
wirkungen reduziert werden (SCHMOECKEL et al., 2005).

Somit stellt Fibrin eine geeignete Matrix fiir die lokale Freisetzung von osteoinduktiven
Materialien zur Unterstilitzung der kndchernen, intervertebralen Fusion dar.

Die Einbindung der osteoinduktiven Substanz erfolgte wahrend der Bildung der Fibrin-
matrix aus den beiden Hauptkomponenten Fibrinogen und Thrombin, die dem natiirlichen
Koagulierungsprozess entspricht (siche Kap. 3.4.1).

Die Freisetzung der osteoinduktiven Proteine erfolgte lokal durch Proteasen.
Kollagenschwamm

Die optimale Methode der lokalen Applikation von Wachstumsfaktoren in der Wirbel-
sdulenchirurgie wird immer noch kontrovers diskutiert.

Der Wachstumsfaktor BMP-2 wird derzeit, kombiniert mit einem kollagenen Carrier, in
experimenteller und klinischer Anwendung untersucht (ZDEBLICK et al.,, 1983;
BAGBY, 1988; ULRICH et al., 1991; ZDEBLICK et al.,1992; ZDEBLICK et al., 1994;
BANKWART et al, 1995; TENCER et al., 1995; HOLLOWELL et al.,, 1996;
GOULET et al., 1997; NIBU et al., 1997, RAPOFF et al., 1997; JOST et al., 1998;
KUSLICH et al., 1998; LUND et al.,, 1998; KANDZIORA et al., 2001), wobei der
Kollagenschwamm gelegentlich als ,,gold standard“ der Tridgermaterialien (Carrier-
Systeme) bezeichnet wird.

Die modifizierte Variante des BMP-2, TGplBMP-2, wurde in diesem Projekt in die
Fibrinmatrix eingebunden und in Folge auf einen Kollagenschwamm aufgebracht als
Cagefiillung verwendet.
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2.5.3.4  Hydroxylapatit/B-Tricalciumphosphat (TricOs)

Nach RUEGER et al. (1992) werden Knochenersatzmaterialien in drei Gruppen eingeteilt,
wovon Kalziumphosphatkeramiken neben Bioglésern, Glaskeramiken und hydrothermisch
umgewandelten Korallen zu der dritten Gruppe, derjenigen der anorganischen,
synthetischen zdhlen. Die erste und zweite Gruppe stellen organische Knochenersatz-
materialien wie Kollagen, Knochenmatrix, enteiweillites Korallenskelett bzw.
Kombinationen aus Kollagen mit Kalziumphosphatkeramik, demineralisierte Knochen-
matrix oder gereinigte Knochenmatrixextrakte mit Tragermaterial dar.

Granuldre Hydroxylapatit/B-Tricalciumphosphat-Strukturen werden schon seit iiber
zwanzig Jahren als Knochenersatzmaterialien eingesetzt. Seine ausgezeichnete Bio-
kompatibilitdt sowie Osteokonduktivitit wurden von LE GUEHENNEC et al. (2005)
beschrieben.  Der  FEinsatz  dieser  Biokeramiken  ist  bereits  vielfiltig
(DACULSI und PASSUTI, 1990, DACULSI et al., 1992), ihre Makroporen bilden einen
sehr guten Scaffold fiir die Einwanderung und Kolonialisierung von Knochenzellen, wie
DACULSI (1998) in einer Verdffentlichung beschreibt.

In dem hier durchgefiihrten Forschungsvorhaben wird TricOs verwendet, eine
CE-zertifizierte Biokeramik, welche Hydroxylapatit zu ca. sechzig Prozent und
B-Tricalciumphosphat zu etwa vierzig Prozent enthidlt, sowie eine Makroporositit von
300-600 um bzw. eine Mikroporositit von 10 um besitzt.

(A) (B) ©
Abb. 6: (A) TricOs-Granula, (B) und (C) elektronenmikroskopische Darstellung der Makro- bzw. der
Mikroporositit (nach REPPENHAGEN et al., 2006)

2.5.3.5  Kombination Parathormon mit Hydroxylapatit/B-Tricalciumphospat

Nach DONATH et al. (1985) und RUEGER (1992) kommt es im engen Kontaktbereich
zwischen Hydroxylapatit und Knochen randstindig durch ortsansdssige Osteozyten zu
einem An- und Einwachsen von Knochen, allerdings findet keine aktive Knochen-
regeneration durch neu gebildete Osteoblasten statt.

Die Kombination aus osteokonduktiv wirkendem TricOs und osteoinduktiv agierendem
modifizierten Parathormonl-34 lésst, wie erste Studien aufzeigen, viel versprechende
Erfolge vermuten.

So setzten MARK et al. (2007) einen 1 cm groBen Defekt im Bereich der Tibia, fixierten
diesen mittels einer dynamischen Compressionsplatte und brachten fiinf verschiedene
Konzentrationen TGplPTH1-34 in Fibrinmatrix in Kombination mit TricOs ein. In diesem
Modell konnten eine dosisabhiingige Kallusbildung, eine vollstindige knocherne Uber-
briickung des Frakturspaltes nach zwolf Wochen in der Spongiosakontrollgruppe und die
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besten Ergebnisse bei Verwendung von 1,0 mg/ml und 0,4 mg/ml TGplPTHI-34 in
Fibrinmatrix mit TricOs kombiniert festgestellt werden.

Die Kombination aus dem lokal freigesetzten Protein TGpIPTH1-34 in einer Fibrinmatrix
und der Biokeramik TricOs, soll durch osteoinduktive sowie -konduktive Eigenschaften,
Biokompatibilitit und vollstindige Degradierbarkeit dem Verhalten der Spongiosa
hinsichtlich dem Erzielen einer kndchernen Fusion am nédchsten kommen.

Durch die Anpassung der Materialien an die Cageform sollen deren mechanische Eigen-
schaften verbessert werden.

2.6. Radiologische Beurteilung der Wirbelkorperfusion

2.6.1 Rontgen

Nach LEE et al. (2004) existiert keine bildgebende Methode, mit Hilfe derer eine solide
kndcherne Durchbauung mit Sicherheit nachgewiesen werden kann. Die Darstellung
mittels chirurgischer Exploration wird von verschiedenen Autoren als sicherster Nachweis
angegeben (DE PALMA et al, 1972; FLATLEY und DERDERIAN, 1985;
LARSEN et al., 1996; LEE et al., 2004).

Eine solide kndcherne Fusion an der Halswirbelsdule kann nach SLONE et al. (1993) und
FOLEY et al. (1983) nicht vor Ablauf von sechs Monaten post operationem gezeigt
werden, sollte allerdings nach Ablauf eines Jahres vorhanden sein. Ist dies nicht der Fall,
SO kann von einer Pseudarthrosenbildung ausgegangen werden
(STEINMANN und HERKOWITZ, 1992).

Der in diesem Projekt gewdhlte Beobachtungszeitraum von zwdlf Wochen entspricht
einer frithen Phase der Spondylodese beim Schaf, bei der die Segmentversteifung weit
fortgeschritten, dennoch nicht vollstindig ist (DVORAK et al, 1988;
SANDHU et al., 1996; CUNNINGHAM et al., 1999). Auf Grund dieser Tatsache lassen
sich laut CUNNINGHAM et al. (1999) Unterschiede im Einheilungsverhalten
verschiedener Implantate bzw. Implantatfiillungen sehr gut demonstrieren.

Dartiber hinaus gilt das Anfertigen der Rontgenauthahmen als Verlaufsdiagnostikum als
eine sehr hiufig angewandte Methode. Nach BLUMENTHAL und GILL (1993) sowie
HERZOG et al. (1996) wird mittels dieser Technik eine schnelle, effiziente und kosten-
giinstige Erhebung des Fusionsstatus ermdglicht. Dadurch sind Aussagen iiber
mechanische Veranderungen im Bewegungssystem zZu treffen
(BLUMENTHAL und GILL, 1993; HERZOG et al., 1996). Die Evaluation der Rontgen-
aufnahmen ermoglicht, eine den Intervertebralspalt iiberbriickende Knochenstruktur nach-
zuweisen, sie protokolliert damit den Heilungsverlauf. Zusétzlich kann sie dazu dienen,
eine  Aussage {iiber das Vorhandensein einer Pseudarthrose zu treffen
(BUETTI-BAUML, 1954; EMERY et al., 1994; SAVOLAINEN, 1994).

Nichtsdestotrotz wird eine hohe Varianz beziiglich der Genauigkeit der konventionellen
Rontgenaufnahmen angegeben (STAUFFER und COVENTRY, 1972;
BRODSKY et al, 1991; STEINMANN und HERKOWITZ, 1992;
BLUMENTHAL und GILL, 1993; KANT et al., 1995; EBRAHEIM und XU, 1998).
Daher ist die radiologische Untersuchung nicht nur in Verbindung mit der in dieser Arbeit
vorgestellten computertomographischen zu sehen, sondern zusitzlich als Teil eines
Gesamtprojektes, in welchem die biomechanische und histologische wie auch die immun-
histologische Evaluation Gegenstand anderer Dissertationen sind.
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2.6.2 Computertomographische Untersuchung (CT)

Der Einsatz der 1972 von dem amerikanischen Physiker CORMACK und dem britischen
Ingenieur HOUNSFIELD entwickelten computertomographischen Untersuchung als
Routine-Diagnostikum ist heute vielfach. Typische Indikationen fiir die Anwendung des
CT im Bereich der Wirbelsdule sind Bandscheibenverdnderungen, wie Degeneration,
Protrusion oder Prolaps, kndcherne Léasionen, wie Wirbelkorperfrakturen, Arthrosen oder
Synovialzysten, intraspinale Lésionen, wie Spinalkanalstenosen, sowie Tumordiagnostik
bzw. Metastasensuche.

Bereits 1977 und 1979 wurde die CT-Untersuchung zur Knochendichtemessung an der
Wirbelsdule eingesetzt (GENANT et al., 1977; BANZER et al., 1979).

Mit Hilfe der CT-Untersuchung besteht die Mdglichkeit der Darstellung von segment-
iiberbriickenden Knochenstrukturen ohne den Summationseffekt, welcher im Rontgenbild
vorliegt. Des Weiteren erlaubt sie durch multiplanare Rekonstruktions-CT-
Untersuchungstechniken den bislang bestmoglichen Nachweis einer eventuell
vorhandenen Fusion. Bereits 1988 und 1989 konnte ermittelt werden, dass der im CT
bestimmte Fusionsstatus der in der chirurgischen Exploration darstellbaren Durchbauung
entspricht (LANG et al., 1988; LAASONEN et al., 1989).

Problem bei bildgebenden Untersuchungsverfahren, wie auch der computer-
tomographischen Diagnostik, welche unter anderem in diesem Versuchsvorhaben
verwandt wird, um die Knochenneubildung zu bewerten, ist die metallbedingte Artefakt-
bildung bei Verwendung metallischer Cages (CIZEK und BOYD, 2000;
HACKER et al.,, 2000; KUSLICH et al., 2000). KANDZIORA et al. (2001) und
PFLUGMACHER et al. (2004) konnten ein geeignetes intervertebrales Implantat, den
Titan-Mesh-Cage im Boxdesign, welcher in diesem Versuchsvorhaben eingesetzt wird,
definieren. Dieser erlaubt neben der erforderlichen mechanischen Stabilitit eine {iber-
lagerungsfreie  Bildgebung, fiihrt somit zu einer geringeren Artefaktbildung
(KANDZIORA et al., 2001; PELUGMACHER et al., 2004).

Der Grad der Genauigkeit der Messungen entspricht derjenigen der histo-
morphometrischen oder der Dualrontgen-Absorptiometrie (ROSEN et al.,, 1995;
LIU et al., 2000). Vorteil gegeniiber letzterer Methode bietet das CT durch die Moglich-
keit, der separaten Dichtebestimmung fiir trabekuldren und kortikalen Knochen, sowie
diese volumetrisch in mg/cm’ Calciumhydroxylapatit zu bestimmen, welche aus dem der
Dichtebestimmung zugrunde liegenden Topogramm resultiert.

2.6.3 Fusionsscore

Der Grad der Fusion wird in der Regel mit Hilfe eines Score-Systems ausgedriickt, wobei
in der Literatur mehrere ohne einheitliche Kriterien beschrieben werden
(BRANTIGAN und STEFFEE, 1993; MC AFEE et al., 2001). So ist beispielsweise die
Region, in welcher die kndcherne Uberbriickung des Bandscheibenraumes analysiert
werden soll, nicht eindeutig festgelegt (LARSEN et al, 1996; MC AFEE, 1999;
MC AFEE et al, 2001). Da dennoch die bildmorphologische Evaluation das
Diagnostikum der Wahl darstellt, um den Grad der knochernen Fusion im ehemaligen
Bandscheibenraum zu ermitteln, wurde in vorangegangenen Projekten des Institutes ein
eigenes Scoresystem entwickelt (KANDZIORA et al., 2002).

Dieses Scoresystem wird in der vorliegenden Arbeit sowohl in der Rontgen- als auch in
der Computertomographischen Untersuchung verwandt.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchstiere

Bei den untersuchten Tieren handelte es sich um vierundsechzig weibliche Merino-Mix
Schafe mit einem Durchschnittsgewicht von 63-75 kg, deren Alter zwei bis vier Jahre
betrug. Es wurden keine minnlichen verwandt, um ein geschlechtsspezifisch erhohtes
Aggressionspotential in der Gruppe zu vermeiden. Alle Tiere entstammten demselben
Zuchtbetrieb.

Mit ihrer Einstellung wurden die Tiere ausfiihrlich tierdrztlich untersucht, so dass nur
gesunde, nicht trichtige am Versuch teilnahmen. Um einem moglichen Risiko einer nicht
diagnostizierbaren Friihtrachtigkeit zu entgehen, erhielten sie 0,5 mg/Tier des
PGF2a-Analogon Cloprostenol (Estrumate®, Essex Tierarznei, Miinchen, Deutschland)
fiir einen eventuellen Trachtigkeitsabbruch im Frithstadium.

Zur Adaptation der Tiere wurden diese eine Woche ante operationem und zur intensiven
Beobachtung sowie ordnungsgeméfBen Durchfiihrung der Wundtoilette eine Woche post
operationem in der Innenhaltung der tierexperimentellen Einrichtung der
Charité - Campus Virchow Klinikum, Universititsmedizin Berlin, gehalten. Dort waren
sie auf Einstreuspdnen und Stroh aufgestallt und erhielten als Grundnahrungsmittel zwei-
mal tdglich Heu, eine Mineralstoffmischung, Mohren und gelegentlich Riibenschnitzel.
Salzlecksteine wie auch Wasser standen ad libitum zur Verfiigung. Eine Woche post
operationem wurden die Schafe in Freilandhaltung auf das landwirtschaftliche Versuchs-
gut der Freien Universitidt Berlin-Dahlem verlegt, dort bestand die Grundration vor-
wiegend aus Griinfutter, Salzlecksteine und Wasser standen auch hier ad libitum zur
Verfiigung.

Sowohl die tierpflegerische als auch die tierdrztliche Betreuung der Tiere war wéhrend der
gesamten Versuchsdauer gewihrleistet.

Die Genehmigung des Tierversuchsvorhabens erfolgte durch das Landesamt fiir Arbeits-
schutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit (LAGetSi), Berlin nach § 8a Abs. 1
des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 25. Mai 1998 unter der
amtlichen Tierversuchsnummer G 0331/06.

3.2. Versuchsplan

Es wurde bei allen vierundsechzig Tieren, welche zu je acht in acht Gruppen eingeteilt
waren, im Segment C3/C4 der Halswirbelsdule eine Diskektomie mit anschlieBender
Spondylodese durchgefiihrt. Prae und post operationem wurden die Schafe gerontgt.

Zur Spondylodese wurde der Titan-Mesh-Cage ,,SynCage Cervios® (SynCage C),
gewdlbt, 7,0 mm x 15,0 mm x 12,5 mm der Firma Synthes (Synthes GmbH, Solothurn,
Schweiz) verwandt.

Die Gruppen 1-4 erhielten den SynCage C gefiillt mit modifiziertem Parathormon
(TGpIPTH1-34) und TricOs der Firma Baxter (Baxter Deutschland GmbH, Heidelberg,
Deutschland). Dabei wurden vier verschiedene Konzentrationen des TGplPTHI1-34,
jeweils in die Fibrinmatrix des TricOs eingebunden, untersucht. Bei der Fibrinmatrix
handelte es sich um FS VH S/D (Fibrin sealant vapour-heat treated solvent/detergent
treated), diese Variante unterschied sich damit von der bisher kommerziell erhéltlichen.
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Die Gruppe 5 diente als Kontrollgruppe fiir TricOs, erhielt damit den SynCage C und
TricOs der Firma Baxter (Baxter Deutschland GmbH, Heidelberg, Deutschland). Die
Gruppe 6 erhielt nur den SynCage C als Referenzgruppe fiir den Cage, Gruppe 7 erhielt
den sogenannten ,,gold standard®“, SynCage C, gefiillt mit autologer Spongiosa aus dem
Beckenkammspan. Die Gruppe 8 erhielt den SynCage C gefiillt mit TGplBMP-2 in die
Fibrinmatrix FS VH S/D eingebunden, auf einen Kollagenschwamm aufgebracht.

Daraus ergab sich folgende Gruppeneinteilung:

Tabelle 1: Systematik der Gruppeneinteilung

Gruppe | Varianten Standzeit Tierzahl

1 SynCage C + TGplPTH1-34 (Konz.1 mg/ml) | 12 Wochen 8
+ TricOs

2 SynCage C + TGplPTH1-34 (Konz.0,7 mg/ml) | 12 Wochen 8
+ TricOs

3 SynCage C + TGplPTH1-34 (Konz.0,4 mg/ml) | 12 Wochen 8
+ TricOs

4 SynCage C + TGplPTH1-34 (Konz.0,2 mg/ml) | 12 Wochen 8
+ TricOs

5 SynCage C + TricOs 12 Wochen 8

6 SynCage C 12 Wochen 8

7 SynCage C + autologe Spongiosa 12 Wochen 8

8 SynCage C + TGpIBMP-2 + FS VH S/D 12 Wochen 8

Postoperativ wurden wéhrend der Standzeit von zwdolf Wochen regelméBig klinische
Untersuchungen durchgefiihrt, sowie eine radiologische Verlaufskontrolle nach
acht Wochen. Nach Ablauf des Beobachtungszeitraumes wurden die Tiere sediert,
euthanasiert, ein letztes Mal gerdntgt und anschlieend die Wirbelséule herausprépariert.
Darauf folgte die computertomographische Untersuchung.

3.3. Implantat

3.3.1 Implantatdesign

Der als Abstandhalter dienende, in diesem Projekt verwendete Titan-Mesh-Cage
»SynCage Cervios* (SynCage C) der Firma Synthes (Synthes GmbH, Solothurn, Schweiz)
im Box-Design hatte eine Hohe von 7,0 mm, eine Breite von 15 mm, eine Tiefe von
12,5 mm. Es wurde ein der gesunden Endplatte entsprechend nach cranial konvex
geformter Cage, welcher eine perforierte Struktur, wobei die zentrale Pore 0,63 cm” im
Durchmesser aufwies, verwendet. Dieser besall eine Endplatten-Implantat-Kontaktfliche
oben von 0,26 cm’ und unten von 0,21 cm’. Ober- und Unterseite besaBen zur besseren
Verankerung im Bandscheibenfach Spikes. Hohe und Form wurden zu Beginn des
Versuches mit Hilfe eines Versuchsimplantates bestimmt.
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3.4. Cageinterponate

Als Interponat wurde TricomponentOs (TricOs der Firma Baxter, Baxter Deutschland
GmbH, Heidelberg, Deutschland) verwendet, in welches als osteoinduktive Komponente
modifiziertes Parathormon (TGplPTH34-1) in vier verschiedenen Konzentrationen,
jeweils in das Fibrin FS VH S/D (Fibrin sealant vapour-heat treated solvent/detergent
treated) eingebunden, verbracht wurde. Das TricOs enthielt aulerdem eine osteo-
konduktive Komponente, ndmlich sechzig Prozent Hydroxylapatit und vierzig Prozent
B-Tricalciumphosphat in Form von HA/TCP Granules.

Weiterhin erhielt eine Gruppe als osteoinduktives Fiillmaterial TGplBMP-2, welches
ebenfalls in die Fibrinmatrix FS VH S/D eingebunden und zusétzlich auf einen Kollagen-
schwamm als Carrier aufgebracht wurde.

Alle Materialien wurden steril verpackt geliefert, wobei die Einzelkomponenten erst intra
operationem miteinander kombiniert wurden.

Weiteres Fiillmaterial fiir den Cage waren 2,5 cm’ autologe Beckenkammspanspongiosa.

Die Abbildungen 7-11 zeigen den SynCage C bzw. diesen gefiillt mit den verschiedenen
Materialien:

Abb. 7: SynCage C + TGpIPTH1-34 + TricOs
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Abb. 8: SynCage C + TricOs

Abb. 9: SynCage C (Leercage)

29
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Abb.10: SynCage C + TGpIBMP-2 + FS VH S/D

Abb. 11: SynCage C gefiillt mit autologer Beckenkammspanspongiosa
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3.4.1 Modifiziertes Parathormon (TGplPTH1-34) und BMP-2 (TGplBMP-2)

Die Protein-Modifikation bestand aus einem N-terminalen Peptid-Tag von zwdlf Amino-
sdauren, welcher eine Transglutaminase-Substrat-Sequenz (TG-Sequenz) und eine
Plasmin-Substrat-Sequenz (pl-Sequenz) enthielt.

Die TG-Sequenz stellte eine Substrat-Sequenz flir das Koagulierungsenzym Faktor XIIla
dar und erlaubte die kovalente Bindung des Proteins in die Fibrin-Matrix. Das
modifizierte Protein wurde vor dem Koagulierungsprozess zu der Fibrinkomponente
gegeben. Die Zugabe der Thrombin-Komponente fiihrte darauthin zu einer Aktivierung
von Faktor XlIIla, worauthin das modifizierte Protein iiber die Faktor XIIla Substrat-
Sequenz effizient in das entstehende Fibrinnetzwerk eingebunden  wurde
(SCHENSE und HUBELL, 1999).

Die pl-Sequenz befand sich zwischen der TG-Sequenz und der eigentlichen Protein-
Sequenz und erlaubte die lokale, proteolytische Freisetzung der bioaktiven Proteine aus
der Fibrinmatrix durch zellaktives Plasmin (SAKIYAMA et al., 2001), welches eine
natiirliche Rolle im Regenerationsprozess spielt. Kommt es nun dazu, dass im Rahmen der
Geweberegeneration Zellen in die Fibrinmatrix einwandern, diese durch neu synthetisierte
Extrazellularmatrix ersetzen, so wird Plasmin sezerniert. Es ist dann wiederum in der
Lage, das kovalent eingebundene osteoinduktive Protein PTHI1-34 bzw. BMP-2
enzymatisch frei zu setzen, so dass dieses seine Wirkung ,,auf Nachfrage* ausiiben kann.

Laut ARRIGHI et al. (2007) werden ca. zwanzig Prozent des TGplPTH34-1 verfahrens-
bedingt in den ersten vierzehn Tagen freigesetzt, achzig Prozent durch Proteasen im
Gewebe.

Verwendet wurde in diesem Projekt TGplPTH1-34 in vier verschiedenen
Konzentrationen, 1 mg/ml, 0,7 mg/ml, 0,4 mg/ml und 0,2 mg/ml, angelehnt an die Studie
von ARRIGHI et al. (2007), die bereits unter Kap. 2.5.3.1 beschrieben wurde. Auch in
dieser Studie galt das Spongiosa-Implantat als Kontrolle.

TGplBMP-2 wurde nur in einer Konzentration von 1,0 mg/ml untersucht, hierzu sind
keine Vorstudien bekannt.

Bei dem Trégerstoff der knochenneubildenden Materialien TGplPTH1-34 und
TGpIBMP-2, der Fibrinmatrix, handelte es sich um FS VH S/D (Fibrin sealant vapour-
heat treated solvent/detergent treated) von der Firma Baxter (Baxter Deutschland GmbH,
Heidelberg, Deutschland). Dieses stellte eine verbesserte Version des bereits in der Klinik
verwendeten, kommerziell erhiltlichen Tisseel®/Tissucol® dar, das FS VH S/D ist in
einem zusitzlichen Virus-Inaktivierungs-Schritt in der Sicherheit des Produktes erhoht
worden.

FS VH S/D bestand aus Fibrinogen und Thrombin als Hauptkomponenten. Wurden beide
miteinander vermischt, fiihrte dies zu einem Nachahmen des letzten Schrittes der
natiirlichen Blut-Gerinnungs-Kaskade, wobei Fibrin als natiirliche Matrix entstand.
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3.4.2 TricomponentOs (TricOs)

Bei dem in der vorliegenden Studie verwendeten osteokonduktiv wirkenden Knochen-
ersatzmaterial TricomponentOs (TricOs) handelte es sich um ein 3 Komponenten-
Material, eine CE-zertifizierte Biokeramik, die aus sechzig Prozent Hydroxylapatit (HA)
und vierzig Prozent B-Tricalciumphosphat (TCP) bestand, sogenannte HA/TCP-Granules
bildend, der Fibrinmatrix FS VH S/D, die bereits unter Kap. 3.4.1 beschrieben wurde, und
einem patentierten Adapter zum Mischen der Komponenten.

Das TricOs wurde in dem Versuch in Kombination mit der osteoinduktiven Komponente
TGplPTH34-1, welche in vier verschiedenen Konzentrationen getestet wurde, eingesetzt,
sowie als rein osteokonduktiv wirksames Material solo. Als Fibrinmatrix des TricOs
wurde in allen Fillen das FS VH S/D verwandt.

3.5. Operation

3.5.1 Operationsvorbereitung und Anésthesie

In Operationsvorbereitung wurde das jeweilige Tier vierundzwanzig Stunden vor
Operationsbeginn in einen Auslauf ohne Nahrungszufuhr, aber mit Wasser ad libitum
verbracht.

Die Einleitung der Narkose erfolgte intravends iiber die V. cephalica der linken
Gliedmalle, in welche ein Venenverweilkatheter ,,BD Venflon™ Pro“ der Firma Becton
Dickinson (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) verbracht wurde.
Gewichtsadaptiert  erhielten die Schafe 10-20 mg/kg  Thiopental-Natrium
(Trapanal® 2,5 g, Altana Pharma Deutschland GmbH, Konstanz, Deutschland), welches
unter Reflexkontrolle bis zum Erreichen der Intubationsfdhigkeit injiziert wurde. In
rechter Seitenlage befindlich erfolgte die orotracheale Intubation mit einem Trachealtubus
,Hi-Contour™*, Durchmesser 9 mm, der Firma Mallinckrodt (Mallinckrodt Medical,
Athlone, Irland). AnschlieBend wurde eine Schlundsonde (Riisch GmbH, Kernen i. R.,
Deutschland) oesophageal geschoben. Kontrolle der O,-Sittigung, des CO,-Gehaltes und
der Herzfrequenz, sowie die Darstellung des EKG und Blutdruckes erfolgte iiber das
Monitorgerit ,,Andsthesie Sulla 800V* der Firma Dréger (Drdger Medical Deutschland
GmbH, Liibeck, Deutschland) an welches das Tier unmittelbar nach Intubation
angeschlossen wurde. Zur Erhaltung der Narkose wurde als Inhalationsnarkotikum
1,5-2 Prozent Isofluran (Isofluran-Lilly®, Lilly Deutschland GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) in Kombination mit einem Sauerstoff-Lachgas-Gemisch im Verhiltnis
sechzig zu vierzig Prozent verabreicht. Zur Erlangung der Analgesie wurde 0,2 mg/kg
Fentanylhydrogencitrat (Fentanyl®-Janssen 0,5 mg, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland)
eingesetzt. Dariiber hinaus wurde das Schaf iiber die gesamte Operationsdauer hinweg mit
Hilfe eines Beatmungsgerites der Firma Driger (Drdger Medical Deutschland GmbH,
Liibeck, Deutschland) kontrolliert mit einem Atemzugvolumen von 600-750 ml und einer
Atemfrequenz von 12 Atemziigen/min beatmet.

Die Fliissigkeitszufuhr zur Prophylaxe von Volumenverlusten und Regulation des
Wasserhaushaltes intra operationem erfolgte mittels 1000 ml kristalloider Infusionslosung
(Jonosteril® Infusionslosung, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,
Deutschland).
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Als Antibiose wurde vor dem ersten Schnitt eine Kurzinfusion von 250 ml Sulbactam-
Natrium, in Kombination mit Ampicillin-Natrium (Unacid® 3g, Pfizer Pharma GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) intravends verabreicht.

Nach dem Scheren und Reinigen der linken Halsseite, des Operationsfeldes, wurde die
unten liegende Extremitdt zur Vermeidung einer N. radialis Lihmung abgepolstert.
Zur Fixierung des Halses wurde eine Nackenstiitze angebracht.

Abb. 12: Lagerung des Schafes fiir die Operation (Spondylodese)

3.5.2 Operationstechniken

3.5.2.1  Entnahme der Beckenkammspanspongiosa

Der Hautschnitt erfolgte, nach Rasur, Desinfektion und steriler Abdeckung, iiber den
dorsalen Abschnitten des Beckens. Darauf wurde die Subcutis durchtrennt, sowie die
Iliacal- und Glutealmuskulatur subperiostal lateral und medial von der Spina iliaca
abgetrennt.

Nach Eroffnung des Beckenkammes konnte die autologe Spongiosa mit dem scharfen
Loffel entnommen werden.

Der erdffnete Beckenkamm wurde mittels resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl® Plus,
Starke 1) in Einzelknopfndhten wieder verschlossen. An diesen wurde die Gluteal-
muskulatur, mit Vicryl® Plus der Stirke 2-0, readaptiert. Der Verschluss der Subcutis
erfolgte mit Vicryl® Plus der Stirke 3-0, der Cutis mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial
(Prolene® 3-0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland).



34 Material und Methoden

Abb. 13: eroffneter Beckenkamm

Abb. 14: Entnahme autologer Spongiosa
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Abb. 15: vernihter Beckenkamm

3.5.2.2  Vorbereitung der verschiedenen Interponate

Die Spongiosa wurde bis zur Implantation zur Verhinderung der Austrocknung in einer
mit physiologischer Kochsalzlosung befeuchteten Kompresse aufbewahrt.

Die Einzelkomponenten des TricOs sowohl mit als auch ohne das modifizierte
Parathormon (TGplPTHI1-34), wurden erst unmittelbar vor Einbau in den Cage
miteinander gemischt.

Ebenso wurde das TGpIBMP-2 direkt vor dem Einbringen in den Cage mit der Fibrin-
Matrix vermischt und auf den Kollagenschwamm gebracht.

2,5 cm’ des jeweiligen Materials wurden unmittelbar vor dem Einbau des Cages in
denselben eingebracht.

3.5.2.3  Spondylodese

Die Operation wurde nach einer etablierten Methode, bei der das Implantat von ventral in
das Bandscheibenfach eingebracht wird, durchgefiihrt (ROBINSON et al.,, 1955;
ARONSON et al., 1968; CLOWARD, 1988). Nach Anlegen eines ca. 15 cm langen Haut-
schnittes in Langsrichtung medial des M. sternomastoideus auf der linken Halsseite,
wurde eine stumpfe Prdparation der ventralen Wirbelsdulenmuskeln, Mm. scalenus
ventralis, capitis longus und longus colli, durchgefiihrt. Dabei wurden der Truncus vago-
sympathikus, die A. carotis, der Oesophagus und die Trachea geschont.

AnschlieBend konnte das Zielsegment C3/C4 gut palpiert und mittels eines Kirschner-
Drahtes markiert werden. Die korrekte Lage des Drahtes wurde per Durchleuchtung mit
dem C-Bogen (Siremobil Iso-C, Siemens AG, Miinchen, Deutschland) iiberpriift.
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Abb. 16: Anlegen des Hautschnittes

Abb.

17: Markierung des HWS-Segmentes C3/C4 mittels eines Kirschner-Drahtes



Material und Methoden 37

Nachdem der Kirschner-Draht wieder entnommen wurde, erfolgte die Durchtrennung der
autochthonen Halswirbelsdulenmuskulatur im Bereich des gewiinschten Segmentes, der
Bandscheibenraum wurde somit freigelegt.

Mit dem Skalpell wurde ein ellipsoider Einschnitt in das Bandscheibenmaterial
ausgefiihrt, worauf dieses mit Hilfe der Luer-Zange entnommen werden konnte. Weitere
Préparation des Bandscheibenraumes erfolgte nach Distraktion desselben mit einem
Raspatorium in Form einer Auffrischung der Deck- und Bodenplatte des jeweiligen
angrenzenden Wirbels mit Hilfe eines scharfen Loffels (Abb. 18).

Abb. 19: eingebauter Cage
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Vor Einbringen des mit dem jeweiligen Material gefiillten Cages wurden die Extremitas
caudalis des C3 und die Extremitas cranialis des C4 bis zum Auftreten von petechialen
Blutungen aufgefrischt und der Bandscheibenraum mit steriler NaCl-Losung gespiilt. Der
Cage wurde mit Hilfe eines Implantatgreifers platziert. Die korrekte Lage des Implantates
wurde mit dem Bildverstarker kontrolliert (Abb. 20).

Abb. 20: Kontrolle der Lage des eingebauten Cages mittels Bildverstirker

Der Verschluss der autochthonen Muskulatur erfolgte mit Einzeldiagonalheften, sog.
Sultanheften (Verwendung von Vicryl® Plus, Stirke 1, Ethicon GmbH, Norderstedt,
Deutschland), derjenige der Halsmuskulatur mit einer Kiirschnernaht (Vicryl® Plus,
2-0 USP), die Unterhautnaht erfolgte nach Donati (Vicryl® Plus, 3-0 USP) und die Haut
wurde in U-Heften mit Prolene® der Firma Ethicon (Ethicon GmbH, Norderstedt,
Deutschland), der Starke 3-0 USP vernéht.

3.5.3 Postoperative Nachsorge

Die analgetische, antiinflammatorische und antipyretische Wirkung post operationem
wurde durch die einmalige Gabe von 2,2 mg/kg Flunixin-Meglumin (Finadyne® RPS
Injektionslosung 50 mg/ml, Essex Tierarznei, Miinchen, Deutschland) erzielt.
Aufrechterhaltung der Analgesie erfolgte iiber Fentanyl in Form eines an der rechten
VordergliedmaBe direkt auf die Haut aufgebrachten Pflasters (Durogesic® SMAT
75 ng/h, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland), welches beim Faden ziehen sieben
Tage post operationem entfernt wurde.
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3.6. Totung und Priparation

Zwolf Wochen post operationem wurden die Tiere euthanasiert und es erfolgte die
Priparation des Halswirbelsdulensegmentes C3/C4.

Die Schafe wurden bis zum Eintreten des Atemstillstandes mit einer Bolusinjektion von
1,0 g Thiopental-Natrium (Trapanal® 2,5 g, Altana Pharma Deutschland GmbH,
Konstanz, Deutschland) iiber einen vendsen Zugang narkotisiert und anschlieBend mit
einer Bolusinjektion von 20 ml Kaliumchlorid 7,45 Prozent (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) iiber denselben verabreicht euthanasiert. Der nach kurzer Zeit
eintretende Herzstillstand wurde durch Auskultation iiberpriift.

Im Sektionsraum erfolgte das Herauspriparieren der Halswirbelsdule, wobei diese hinter
dem Os occipitale und vor dem ersten Thoracalwirbel abgesetzt wurde.

Nach Entfernen des Bindegewebes und der oberflichlichen Halsmuskulatur, wurde
zundchst die qCT-Aufnahme angefertigt, bevor die weitere Pridparation fiir die bio-
mechanische, histologische und immunhistologische Untersuchung (welche nicht Gegen-
stand dieser Arbeit sind), bei der die gesamte Muskulatur entfernt und die {ibrigen Wirbel
von dem Segment C3/C4 abgesetzt wurden, erfolgte.

Abb. 21: Halswirbelséiule nach Entfernen von Bindegewebe und oberflichlicher Halsmuskulatur

Abb. 22: Freipripariertes Halswirbelsidulensegment C3/C4
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3.7. Radiologische Untersuchungen

3.7.1 Untersuchungszeitpunkte

Tabelle 2 zeigt die Untersuchungszeitpunkte fiir die rontgenologische sowie quantitative
und qualitative computertomographische (qCT) Evaluation der acht Tierversuchsgruppen
mit insgesamt vierundsechzig Tieren im Beobachtungszeitraum auf.

Wihrend das Rontgen in vivo durchgefiihrt wurde, erfolgte die qCT- Untersuchung an der
herauspriparierten Halswirbelséule, bzw. dem entsprechenden Segment.

Die Beurteilung erfolgte durch drei unabhédngige Gutachter in Form einer Blindstudie.

Tabelle 2: Darstellung der Untersuchungen im Beobachtungsverlauf

Zeitpunkt Untersuchungsmethode
Rontgen qCT
Prae OP n=64
Post OP n=64
8 Wochen post OP n=64
12 Wochen post OP n=64 n=64

3.7.2 Rontgen

3.7.2.1  Durchfithrung

Das Schaf befand sich fiir alle Rontgenaufnahmen in rechter Seitenlage. Die
Standardisierung der Lagerung erfolgte mittels einer eigens fiir das Projekt angefertigten
Lagerungshilfe, in welcher Kopf und Hals des Tieres fixiert ruhten (Abb. 23).

Die Reproduzierbarkeit der Rontgenergebnisse in Abhéngigkeit von der Lagerungstechnik
wurde zu Beginn des Versuches durch wiederholtes Rontgen mehrerer Schafe der
Gruppen festgestellt.
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Abb. 23: Lagerungshilfe mit eingelegter Rontgenplatte

Die Aufnahmen wurden im latero-lateralen Strahlengang mit einer Strahlenhérte von
68 kV und einem Stromfluss mal Belichtungszeit von 28 mAs angefertigt. Verwendet
wurde das Rontgengerit ,,Mobilett Plus® der Firma Siemens AG, Essen, Germany, die
»Fuji IP Cassette type C* der Firma Fuji Corporation, Japan und als digitale Rontgen-
filme Fuji CR 24 x 30 cm, ebenfalls von der Firma Fuji Corporation, Japan.

Ausgedruckt wurden die Bilder in der radiologischen Abteilung des Muskuloskeletalen
Centrums der Charité - Universitdtsmedizin, Campus Virchow Klinikum.

Die Durchfiihrung des Rontgens erfolgte in Vollnarkose, welche mit 10-20 mg/kg
Thiopental-Natrium (Trapanal® 2,5 g, Altana Pharma Deutschland GmbH, Konstanz,
Deutschland) als Injektionsnarkose erreicht wurde. Die Tiere wurden bis zum Aufwachen
tierdrztlich betreut.

3.7.2.2  Messparameter

Bei den gemessenen Parametern handelte es sich um die Bandscheibenraumhdhe, welche
sich in eine ventrale, eine mittlere und eine dorsale aufteilte. Dariiber hinaus wurde
rontgenologisch der Intervertebralwinkel bestimmit.

Fir die Gewihrleistung der Standardisierung wurden in jeder Aufnahme fixe Punkte
bestimmt. Diese waren am C3-Wirbelkdrper die ventrale (A) und dorsale (B) Kante der
Grundplatte, am C4-Wirbelkorper die ventrale (C) und dorsale (D) Kante der Deckplatte.
Aus der Strecke A-C ergab sich die ventrale Bandscheibenraumhdhe, aus der Strecke B-D
die dorsale. Als weitere Punkte ergaben sich E, welcher aus der Hélfte der Strecke A-B
resultierte, sowie F, sich aus der Hilfte der Strecke C-D ergebend. Die Strecke E-F
bezeichnete dann die mittlere Bandscheibenraumhohe (Abb. 24 und Abb. 25).

Fir die Messung des Intervertebralwinkels wurde der Schnittpunkt der Geraden, die
a) durch die Punkte A/B und b) durch die Punkte C/D verliefen gewihlt (Abb. 26).

Alle Messungen wurden zur Gewihrleistung der Standardisierung von drei unabhingigen
Betrachtern, welche zum Zeitpunkt der Auswertung nicht wussten, welcher Gruppe das
jeweilige Tier angehorte, durchgefiihrt.
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Abb. 25: Darstellung der ventralen, mittleren und dorsalen Bandscheibenraumhéhe
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Abb. 26: Darstellung des Intervertebralwinkels

Die Messungen erfolgten mit Hilfe eines speziellen Winkelmesslineals der Firma Synthes
(Synthes GmbH, Solothurn, Schweiz).

3.7.2.3  Radiologischer Fusionsscore

Der radiologische Fusionsscore diente der Evaluation der kndchernen Fusion im Band-
scheibenraum. Diese wurde nach Ablauf der Standzeit, d.h. anhand der zwdolf Wochen
Rontgen-Aufnahme bestimmt.

Aus der folgenden Tabelle ergibt sich der verwendete Score:

Tabelle 3: Radiologischer Fusionsscore

A keine knocherne Fusion

B beginnende kndcherne Fusion
C ggr. — mgr. kndcherne Fusion
D vollstindige kndcherne Fusion

Die Evaluation der kndchernen Fusion fand ebenfalls durch drei unabhéngige Begutachter
in Form einer Blindstudie statt.
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3.7.3 Quantitative computertomographische Untersuchung

3.7.3.1  Durchfithrung

Die quantitative und qualitative computertomographische Untersuchung fand nach
zwoOlf Wochen post operationem im Anschluss an Tétung und Herauspriparieren der
gesamten Halswirbelsdule mittels der qCT-Einheit Siemens Somatom plus 4 der Firma
Siemens AG, Niirnberg, Deutschland statt.

Dazu wurde unter die herauspriparierte Halswirbelsdule, welche, um eine Austrocknung
zu verhindern, in einen durchsichtigen Kunststoffbeutel verpackt war, ein 5-stufiges
Knochendichtephantom (CT  Calibration Phantom, Mindways Software Inc.,
San Francisco, USA) platziert.

Abb. 27: herauspriparierte Halswirbelsiule im qCT

Die Ebenen, die angefertigt wurden, hatten eine Schichtdicke von 0,6 mm und waren zum
Bandscheibenraum parallel axial angelegt. Der gescannte Bereich reichte von der Grund-
platte des zweiten Cervicalwirbels bis zur Deckplatte des fiinften Cervicalwirbelkorpers.
Dariiber hinaus wurden am Computer mit Hilfe der Software Sienet Magic View VA 30A
der Firma Siemens (Siemens AG, Niirnberg, Deutschland) fir die qCT-Auswertung
zwei- und dreidimensionale Rekonstruktionen errechnet.

Alle Daten wurden auf einem Festdatenspeicher gesichert.
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Abb. 28: axialer Schnitt durch HWS und Knochendichtephantom

Abb. 29: zweidimensionale Rekonstruktion der HWS

45
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(A) (B)
Abb. 30: dreidimensionale Rekonstruktion der HWS, (A) Ansicht von dorsal, (B) Ansicht von ventral

3.7.3.2  Messparameter

Bestimmt wurde mit Hilfe der qCT-Daten die Knochendichte (BMD-bone mineral
density).

Die Messung erfolgte in drei verschiedenen Regionen, im Bereich des Cages, des dritten
Cervicalwirbelkdrpers sowie des vierten Cervicalwirbelkorpers. Dabei wurden in jeder
Region jeweils vier aufeinander folgende axiale Ebenen gemessen, wobei sich die
gemessene Region im Cagebereich aus einer cranialen (d.h. C3 zugewandt), 2 zentralen
Schichten und einer caudalen (d.h. C4 zugewandt) zusammensetzte (Abb. 31).
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Abb. 31: Darstellung der gemessenen Schnitte

Fiir die Messung, die an einer fiir die qCT-Auswertung speziellen Workstation stattfand,
wurde die Software Sienet Magic View VA 30A, der Firma Siemens (Siemens AG,
Niirnberg, Deutschland) verwandt. Fiir die Auswertung der Schichten des jeweiligen
Tieres wurden zunichst die Dichten fiir die einzelnen Rohren des Knochendichte-
phantoms ermittelt. Dazu wurden moglichst grofle, kreisformige ROI’s (Region of
Interest) mit einem Durchmesser von 217,0 mm” auf die Felder des Phantoms gelegt. Im
Anschluss wurden kreisfsrmige ROI's mit einem Durchmesser von 13,3 mm’ auf
verschiedene Bereiche der jeweils zu messenden Schicht platziert, so dass ein
Auswertungsprotokoll wie unter Tabelle 4 dargestellt, entstand.

Tabelle 4: Auswertungsprotokoll qCT fiir jede Ebene

Innerhalb des Cages Umgebung des Cages
Zentrum Lateral links dorsal Lateral rechts | ventral
1 ROI 1 ROI 1 ROI 1 ROI 1 ROI

Mit Hilfe der oben genannten Software wurde fiir die jeweils gewéhlte ROI ein gemittelter
Knochendichtewert in Hounsfield Units (HU) erhalten. Diesen galt es mit einem weiteren
im Centrum fiir Muskuloskeletale Chirurgie der Charité - Universitidtsmedizin, Campus
Virchow Klinikum, erstelltem Programm in mg/cm’ umzurechnen. Fiir die Umrechnung
der Werte war die Messung der ROI’s der einzelnen Rohren des Knochendichtephantoms
pro Tier erforderlich, um eine Eichung durchfiihren zu kdnnen.
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Model 3 CT - Density Estimation Curve
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Abb. 32: Darstellung der Umrechnung der Knochendichtewerte von HU in mg/cm’ . Beispiel fiir eine
Eichkurve. X-Achse = Hounsfield Units (HU). Y-Achse = Knochendichte (mg/cm’).

3.7.3.3 Fusionsscore

Die Bestimmung des Fusionsscores im qCT erfolgte an den vom Computer
rekonstruierten sagittalen, zweidimensionalen Bildern. Die Fusion wurde auch hier wieder
mit A, B, C, oder D bezeichnet, diese Parameter sind bereits aus Kapitel 3.7.1.3, dort als
Radiologischer Score benannt, bekannt.

Die Evaluierung erfolgte durch drei voneinander unabhingige Untersucher. Diese fiihrten
die Auswertung unwissend, welcher Gruppe das untersuchte Tier angehdrte, durch.
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3.8. Statistische Untersuchungen

Die berechneten Werte wurden, zusitzlich zum Autor dieser Arbeit, von zwei weiteren
Personen unabhéngig voneinander gemessen. AnschlieBend erfolgte eine Mittelung dieser
insgesamt drei Messungen, um individuelle Messfehler auszuschlie3en.

Fiir die statistische Analyse der Daten sowie deren graphische Darstellung wurde die
Software ,,SPSS 17.0“ (SPSS Inc. Chicago, Illinois) verwandt.

Die Beschreibung der radiologischen Daten erfolgte mittels Haufigkeitstabellen, die
Darstellung in Boxplots. Da nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden
konnte, wurden die Ergebnisse mit Hilfe des Median aufgezeigt. Die Boxplotdarstellung
erfasst als Parameter den Median oder 50-Prozentquartil, das 25- und 75-Prozentquartil,
den Minimum- und Maximumwert. Zudem sind Ausreifler und Extremwerte dargestellt.
Der Boxplot-Korper wird von dem 25- und 75-Prozentquartil begrenzt, und vereint
50 Werte in sich. Die sich an diesen Korper nach oben und unten fortsetzenden Whisker
(T-formige Markierung) umfassen jeweils die Werte unterhalb des 25- bzw. oberhalb des
75- Prozentquartils. Maximal konnen die Whisker die 1,5 fache Liange der Box betragen,
Félle mit Werten auBerhalb dieses Bereiches werden als Ausreiler bzw. Extremwerte
bezeichnet.

* 4—Extremwerte: Fille mit Werten, die iiber 3 Boxlingen vom
oberen oder unteren Rand der Box entfernt sind.

o 4— Ausreiller: Fille mit Werten, die zwischen 1.5 und 3
Boxldngen vom oberen oder unteren Rand der Box entfernt
sind.

4— Whisker

4 75 Prozentquartil

Box

4 50 Prozentquartil (Median)

4 25 Prozentquartil

4—— Whisker

Abb. 33: Darstellung eines Boxplots

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte hinsichtlich der radiologischen Evaluation
bei den Gruppenvergleichen mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests, einem nicht-
parametrischen Test fiir mehrere unabhéingige Stichproben. Im Fall der Ablehnungen der
globalen Nullhypothese erfolgte die Durchfiihrung von U-Tests nach Mann-Whitney-
Wilcoxon, einem nicht-parametrischen Test fiir zwei unabhingige Stichproben, der keine
Normalverteilung voraussetzt (BERCHTHOLD, 1979). Letzterer ist relativ trennscharf,
falls beide Proben anndhernd gleiche Wolbungen aufweisen. Die Nullhypothese entspricht
der des t-Tests flir unverbundene Stichproben.
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Es interessierten Vergleiche der vier TGplPTH1-34 Konzentrationen in Kombination mit
TricOs jeweils mit der Gruppe, welche TricOs solo, den Leercage, oder Spongiosa als
Cagefiillung erhielt. Dazu kommend waren die Vergleiche der vier Gruppen, die jeweils
eine andere TGpIPTH1-34 Konzentration in Kombination mit TricOs erhielten, von
Interesse, sowie der Vergleich der TGpIBMP-2-Gruppe mit derjenigen, welche Spongiosa
erhielt.

Die signifikanten Unterschiede zweier Gruppen zeigten die p-Werte bei einem
Signifikanzniveau (p) von 0,05 (d.h. es lag eine Irrtumswahrscheinlichkeit von fiinf
Prozent vor) an. Es erfolgte fiir die radiologische Evaluation eine Korrektur nach
Bonferroni, da durch den statistischen Vergleich der einzelnen Gruppen eine Abhdngig-
keit der Tests untereinander geschaffen wurde (AICKIN et al., 1996). Dabei wurden die
p-Werte solange miteinander verglichen, bis die Nullhypothese nicht abgelehnt werden
konnte oder alle Gruppen signifikante Unterschiede aufwiesen. Der Vorteil lag darin, dass
nicht alle Vergleiche auf einem sehr hohen Niveau stattfanden und so die Gefahr der
falschlichen Beibehaltung der Nullhypothese sank (AICKIN et al., 1996;
SANKOH et al., 1997).

In Bezug auf die aus der computertomographischen Untersuchung erhaltenen Daten
wurde der Wilcoxon-Test, ein nicht-parametrischer Test fiir zwei verbundene Stichproben
angewandt.

Dabei interessierten jeweils der Knochendichten-Vergleich des dritten mit dem vierten
Cervicalwirbels, des Cages mit einem aus dem dritten und vierten Cervicalwirbel
gebildeten Mittelwert, Vergleiche innerhalb der Cageschichten, wobei die beiden
zentralen sowie die beiden randstindigen jeweils zu einem Mittelwert zusammengefasst
wurden, sowie Vergleiche innerhalb einer Cageebene. Bei letzterem war von Interesse,
wie sich das Cage-Zentrum zu der Cage-Umgebung hinsichtlich der gemessenen
Knochendichte verhielt.

Die signifikanten Unterschiede zweier Gruppen innerhalb der computertomographischen
Untersuchung zeigten die p-Werte bei einem Signifikanzniveau (p) von 0,05 an.

Fir die Ergebnisse der iibrigen Analysen erfolgte die Darstellung in Tabellen des
Programms Excel fiir Windows XP.

Die festgestellten Unterschiede charakterisieren die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Proben und stellen als explorative Statistik keine allgemeingiiltigen Aussagen dar.
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4. Ergebnisse

4.1. Operationsbefunde

Die Operation wurde, unabhidngig vom verwendeten Fiillmaterial, von den Tieren ohne
Komplikationen toleriert. Die Futteraufnahme erfolgte innerhalb kurzer Zeit post
operationem, die Bewegungsfreiheit bestand nach Wirkungsverlust der Anésthesie
uneingeschrankt. Lediglich bei zwei Tieren traten unvorhergesehene Folgen auf. Ein Tier
aus der Gruppe, in der autologe Beckenkammspanspongiosa als Fiillmaterial fiir den Cage
verwendet wurde, entwickelte im Bereich der Entnahmestelle post operationem ein
Wundhdmatom. Dieses bildete sich nach drei Tagen zuriick und zog keine weiteren
Beeintriachtigungen fiir das Tier nach sich.

Bei einem anderen Tier der Leercage-Gruppe kam es eine Woche post operationem zu
einer Wundheilungsstérung, welche mit einer eitrigen Sekretansammlung verbunden war.
Dieses Tier musste aufgestallt werden und erhielt bis zum Tétungszeitpunkt eine Wund-
splilung mit einer verdiinnten NaCl-Losung (Braun Melsungen, Deutschland), welche die
ersten zwei Wochen zwei Mal pro Tag, darauf folgend jeden zweiten Tag einmal erfolgte.
Des Weiteren erfolgte in der ersten Woche die Instillation von Betaisodona
(Braun Melsungen, Deutschland) in die Wundhohle. Ein vollstdndiger Verschluss der
Wunde blieb bis zum Totungszeitpunkt aus. Bei Préparation des Wirbelsdulensegmentes
konnte der Verdacht einer Osteomyelitis erhoben werden, welcher mit Hilfe der Rontgen-
und histologischen Auswertung (Daten letzterer hier nicht gezeigt, da nicht Gegenstand
dieser Arbeit) bestdtigt werden konnte. Dennoch bleibt die Ursache ungeklirt, es kommen
beispielsweise mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit eine Fremdkdrperreaktion auf das
Titan des Cages oder mit hoherer Wahrscheinlichkeit auf das Nahtmaterial in Frage. Auch
der immunologische Zustand des Tieres selbst spielt bei einem derartigen Geschehen eine
wichtige Rolle. Fiillmaterial wurde bei diesem Tier keines eingebracht. Die Ergebnisse bei
diesem Tier sind als Ausreiler in die Auswertung mit eingegangen.

4.2. Radiologische Verlaufsbetrachtung

In Abhéngigkeit des Fiillmaterials kam es zwolf Wochen post operationem zu einer
Fusion unterschiedlichen Grades.

Bei keinem Tier kam es innerhalb des beobachteten Zeitraumes zu einer vollstdndigen
Durchbauung des Zwischenwirbelraumes (Fusionsgrad D).

Auffallend war, dass die Rontgenbilder von vier Tieren der Gruppe, in welcher der
SynCage C ohne Fiillung eingebaut wurde, eine deutliche Wanderung des Titan-
implantates nach ventral zeigten.

Eine Sinterung zeigten besonders die Tiere der Gruppen, in denen TricOs in Kombination
mit TGpIPTH1-34 eingebaut wurde. Dabei lag in Abhingigkeit von der verwendeten
TGplPTH1-34 - Konzentration bei einigen Tieren der jeweiligen Gruppe ein Einsinken
des Cages vor. In der Gruppe, die mit 1,0 mg/ml TGpIPTH1-34 die hochste Konzentration
desselben in Kombination mit TricOs erhielt, lag in vier der acht Fille ein Einsinken des
Cages in die angrenzende Deck- und Bodenplatte vor, bei Verwendung von
0,7 mg/ml TGpIPTH1-34 in drei, bei 0,4 mg/ml des modifizierten Parathormons in einem,
bei der niedrigsten Konzentration von 0,2 mg/ml in keinem Fall. In der Gruppe, die
TricOs solo als Fiillmaterial erhielt, zeigten fiinf Tiere eine Sinterung des Titanimplantates
(Tabelle 5).

Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, eine niedrige Konzentration des modifizierten
PTH1-34 wirke sich positiv auf ein TricOs bedingtes Einsinken des Cages aus.
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Im Falle des TGpIBMP-2 als Fiillmaterial konnten bei drei der acht Tiere ossére
Resorptionszonen im Bereich der an den Cage angrenzenden Deck- und Bodenplatte des
dritten bzw. vierten Cervicalwirbels radiologisch nachgewiesen werden (Tabelle 5). Diese
Beobachtung manifestierte sich zwischen dem Zeitraum acht und zwdlf Wochen post
operationem deutlich. Auch bei diesen Tieren zeigten sich dennoch Anzeichen einer
kndchernen Integration des Implantates.

Tabelle 5: Darstellung der radiologischen Verlaufsbetrachtung

Gruppe Tierzahl | Zeitpunkt der Feststellung der | Komplikation
Komplikation radiologisch

K1 + TricOs 4 8 + 12 Wochen post OP Sinterung

K2 + TricOs 3 8 + 12 Wochen post OP Sinterung

K3 + TricOs 1 8 + 12 Wochen post OP Sinterung

K4 + TricOs Keine Komplikationen radiologisch feststellbar

TricOs 5 8 + 12 Wochen post OP Sinterung

Leercage 4 8 + 12 Wochen post OP Cagewanderung
nach ventral

Leercage 1 8 + 12 Wochen post OP Osteomyelitis

Spongiosa 1 8 + 12 Wochen post OP Cagewanderung
nach ventral

TGpIBMP-2 3 8 + 12 Wochen post OP Osteolyse an
C3+C4

4.2.1 Reproduzierbarkeit der radiologischen Evaluation

Die Standardisierung der radiologischen Ergebnisse konnte durch mehrfache
Wiederholung der Rontgenuntersuchung in gleicher Art und Weise durch unterschiedliche
Betrachter, wie bereits in Kapitel 3.7.1.2 und 3.7.1.3 beschrieben, erreicht werden. Grund-
lage bildeten zehn Wiederholungsmessungen. Dabei ergab sich eine Standardabweichung
fiir die vordere Bandscheibenraumhdhe von 0,8 mm (im Durchschnitt zehn Prozent der
Gesamthohe). Fiir den Intervertebralwinkel wurde eine Standardabweichung von 1,5 © be-
rechnet (im Durchschnitt zehn Prozent des Gesamtwinkels).
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4.2.2 Bandscheibenraumhohe

In Abhéngigkeit des eingebrachten Materiales und des Untersuchungszeitpunktes ergab
sich im Gruppenvergleich eine stark variierende Bandscheibenraumhdhe (BSRH).
Abbildung 34 zeigt die durchschnittlichen Bandscheibenraumhohen einer jeden Gruppe zu
den unterschiedlichen Zeitpunkten.

10,00— Gruppe

— K 1+TncOs

— K 2+TncOs
E3+TrncOs

— EK4+TncOs
TricOs

—— Leercage
Spongiosa
TGpIBIIF-2

3,00

6,00—

Bandscheibenrammhéhe (in mm)

4,00 TN

| | | |
pras OF post OF 8 Wo 12We

Zeitpunlkt

Abb. 34: Darstellung der durchschnittlichen Bandscheibenraumhéhen aller Gruppen
(pro Gruppe: n=8)

Entscheidend fiir die statistische Evaluation der Bandscheibenraumhohe war in erster
Linie die Anderung dieser im Vergleich acht Wochen zu prae operationem bzw. zwolf
Wochen mit dem Zustand prae operationem. Diese lag bei einem Zeitpunkt von acht
Wochen post operationem verglichen zu dem Zustand prae operationem im Median
zwischen -0,56 mm  (TGplBMP-2) und 1,50 mm  (Spongiosa und
0,4 mg/ml TGplPTHI1-34 in Kombination mit TricOs). Nach zwolf Wochen prasentierte
sich die Bandscheibenraumhdhen-Anderung im Median mit einer Hohe von -1,45 mm
(TGpIBMP-2) bis 1,50 mm (Spongiosa und 0,4 mg/ml TGplPTH1-34 in Kombination mit
TricOs).
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Die Gruppen, die beispielsweise Spongiosa bzw. 0,4 mg/ml TGplPTH1-34 (K3) in
Kombination mit TricOs erhielten, zeigten damit keine wesentliche Bandscheibenraum-
hohen-Anderung innerhalb des Zeitraumes von acht bis zwd1f Wochen post operationem,
wohingegen sich in der Gruppe, welche TGpIBMP-2 erhalten hat, deutliche Anderungen
darstellten.

Abbildungen 35 sowie die dazugehorigen Tabellen 6 a und b verdeutlichen diese
Beobachtungen, die zugrunde liegenden Werte ergaben sich dabei als Durchschnitt aus
der ventralen, mittleren und dorsalen Bandscheibenraumhohe:

d BSRH nach 8 Wo
d BSEH nach 12 Wo
L]
4_
E .
g
E .
(2]
A 0
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: i
-7 .
L ]
I | 1 I
K1+TneCs | E3+TncOs TricOs Sponglosa

E2+TneQs K4+TncOs Leercage TGpBIEP-2
Gruppe

Abb. 35: Darstellung der Anderung der Bandscheibenraumhéhe nach 8 und 12 Wochen
(pro Gruppe: n=8)
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Tabelle 6 a + b: Deskriptive Statistik der untersuchten Gruppen hinsichtlich der Bandscheibenraum-
héhe nach 8 bzw. 12 Wochen

Gruppe d BSRH nach 8 Wochen (in mm)

Median Minimum Maximum
K1 + TricOs 1,00 0,00 2,11
K2 + TricOs 0,00 -1,55 0,33
K3 + TricOs 1,50 0,89 2,00
K4 + TricOs 0,56 -0,78 1,22
TricOs -0,28 -1,33 1,22
Leercage 0,33 -0,89 1,00
Spongiosa 1,50 -0,11 2,12
TGpIBMP-2 -0,56 -1,89 0,78
Gruppe d BSRH nach 12 Wochen (in mm)

Median Minimum Maximum
K1 + TricOs 1,17 -0,67 4,45
K2 + TricOs -1,17 -2,44 -0,22
K3 + TricOs 1,33 0,66 2,11
K4 + TricOs -0,17 -1,12 0,67
TricOs -0,67 -1,55 0,55
Leercage -0,23 -0,89 1,78
Spongiosa 0,61 -1,22 1,34
TGpIBMP-2 -1,45 -2,44 -0,89

Um den Unterschied der durchschnittlichen Bandscheibenraumhdhen-Anderung zum
Zeitpunkt acht bzw. zwolf Wochen bezogen auf die Verhiltnisse prae operationem zu
verdeutlichen, sind alle Gruppen zu den beiden Zeitpunkten in einem Diagramm
dargestellt (Abb. 36).
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Abb. 36: Gegeniiberstellung der durchschnittlichen BSRH-Anderung nach 8 bzw. 12 Wochen
(pro Gruppe: n=8)

Die Anderung der durchschnittlichen Bandscheibenraumhdhe ergab sich aus der
Mittelung der ventralen, mittleren und dorsalen Anderung.

Betrachtete man die Bandscheibenraumhohen in den unterschiedlichen Regionen
gesondert, ergaben sich im Gruppenvergleich Mediane der Differenzen bis zu 3,25 mm
nach acht bzw. 1,46 mm nach zwdlf Wochen fiir die BSRH-Anderung im Bereich der
ventralen Bandscheibenraumhdhe (Abb. 37). Bezogen auf diese Bandscheibenraumhdhe
ergaben sich auBerdem nicht nur im Gruppenvergleich die grofiten Divergenzen, sondern
auch innerhalb der Gruppen.

Der Gruppenvergleich mittels des Kruskal-Wallis-Tests zeigte, dass die Bandscheiben-
raumhohe zum Zeitpunkt zwolf Wochen post operationem eher vergleichbar war zu prae
operationem als der Zeitpunkt acht Wochen nach der Operation. Sowohl nach acht als
auch nach zwolf Wochen wies die Bandscheibenraumhohen-Anderung im Gruppen-
vergleich signifikante Unterschiede auf. Wobei im Bereich der ventralen und der mittleren
zum Zeitpunkt zwolf Wochen post operationem eine Anndherung gegen Null, d.h. an den
Zustand prae operationem stattfand und im Bereich der dorsalen eine Entfernung von der
Nullmarke in den Negativbereich zu verzeichnen war (Abb. 37-39). Damit war die dorsale
Bandscheibenraumhdhe zum Zeitpunkt zwolf Wochen post operationem kleiner als sie
vor der Operation gewesen ist (Abb. 39).
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Abb. 37: Gegeniiberstellung der ventralen BSRH-Anderung nach 8 bzw. 12 Wochen
(pro Gruppe: n=8)
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Abb. 38: Gegeniiberstellung der mittleren BSRH-Anderung nach 8 bzw. 12 Wochen
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Abb. 39: Gegeniiberstellung der dorsalen BSRH-Anderung nach 8 bzw. 12 Wochen
(pro Gruppe: n =8)

Es wurden in den Fillen der Ablehnung der globalen Nullhypothese fiir den Zeitpunkt
zwolf Wochen post operationem Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt. Diese zeigten bei
einer Konzentration von 1,0 mg/ml TGplPTH1-34 in Kombination mit TricOs als Cage-
fiillung hinsichtlich der Bandscheibenraumhdhe nach zwdlf Wochen keine signifikanten
Unterschiede zum Leercage und zur Spongiosa, wohl aber im Vergleich zu TricOs als
alleiniges Cageinterponat.

Bei Verwendung von TGplPTHI-34 in einer Konzentration von 0,7 mg/ml in
Kombination mit TricOs lagen hingegen keine signifikanten Unterschiede beziiglich des
TricOs als alleiniges Cageinterponat, wohl aber gegeniiber des Leercages und der
Spongiosa als verwendetes Fiillmaterial vor.

Die dritte verwendete Konzentration von TGplPTH1-34 (0,4 mg/ml) in Kombination mit
TricOs stellte sich signifikant unterschiedlich zu der Gruppe, die TricOs solo erhielt,
sowie zur Leercage-Gruppe dar, nicht aber zu derjenigen, die autologe Spongiosa erhielt.
Eine Cagefiillung mit 0,2 mg/ml TGplPTH1-34 in Kombination mit TricOs wies zu keiner
der drei verwendeten anderen Interponate signifikante Unterschiede auf.

Im Gruppenvergleich der verschiedenen TGpIlPTH1-34 - Konzentrationen in
Kombination mit jeweils der gleichen Menge TricOs untereinander fanden sich
signifikante Unterschiede zwischen der hochsten (1,0 mg/ml TGplPTHI1-34 (K1) plus
TricOs) und der zweithochsten (0,7 mg/ml TGplPTH1-34 (K2) plus TricOs). Aber auch
beim Vergleich der hochsten mit der niedrigsten Konzentration (0,2 mg/ml TGplPTH1-34
(K4) plus TricOs) konnten signifikante Unterschiede aufgedeckt werden. Des Weiteren
lagen ebenfalls signifikante Unterschiede im Vergleich der zweithdchsten Konzentration
(0,7 mg/ml TGplPTH1-34 (K2) plus TricOs) mit der dritthochsten
(04 mg/ml TGplPTHI-34 (K3) plus TricOs), sowie der dritthochsten
(0,4 mg/ml TGplPTH1-34 (K3) plus TricOs) mit der niedrigsten Konzentration
(0,2 mg/ml TGplPTH1-34 (K4) plus TricOs) vor (Tabelle 7).

Keine signifikanten Unterschiede lagen bei dem Vergleich der Gruppen K1 plus TricOs
mit K3 plus TricOs, sowie K2 plus TricOs mit K4 plus TricOs vor. Dies bedeutet, in vier
von sechs Fiéllen im Vergleich der verschiedenen Konzentrationen untereinander traten
jeweils signifikante Unterschiede auf (Abb. 40).
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Abb. 40: Vergleich der Gruppen, die jeweils eine unterschiedliche Konzentration TGplPTH1-34 in
Kombination mit TricOs erhielten, beziiglich der Bandscheibenraumhohe (pro Gruppe: n=8)

Im Fall des Vergleiches von TGplIBMP-2 mit der autologen Spongiosa als Cagefiillung
war festzustellen, dass nach zwolf Wochen signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Bandscheibenraumhdhen-Anderung zu verzeichnen waren.

Die untenstehende Tabelle zeigt die aus dem Mann-Whitney-U-Tests erhaltenen exakten
Signifikanzen. Der nach Bonferroni korrigierte a-Wert ist dabei jeweils unter dem p-Wert
in Klammern aufgefiihrt.
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Tabelle 7: p-Werte der Mann-Whitney-U-Tests im Gruppenvergleich, hinsichtlich der Bandscheiben-
raumhodhe nach 12 Wochen (in Klammern: korrigierter a-Wert).

K1 + | K2 + | K3 + | K4 + | TricOs | Leer- | Spon-
TricOs TricOs | TricOs TricOs cage giosa
K1+TricOs
K2+TricOs | 0,001
(0,0083)
K3+TricOs | 0,959 0,000
(0,0083) | (0,0083)
K4+TricOs | 0,007 0,010 0,000
(0,0083) | (0,0083) | (0,0083)
TricOs 0,002 0,328 0,000 0,382
(0,0125) |(0,0125) | (0,0125) | (0,0125)
Leercage 0,021 0,010 0,003 0,959
(0,0125) | (0,0125) | (0,0125) | (0,0125)
Spongiosa 0,161 0,003 0,038 0,065
(0,0125) | (0,0125) | (0,0125) | (0,0125)
TGpIBMP2 0,001
(0,05)

Zusammentfassend ist zu vermerken, dass medizinisch gesehen diejenige Gruppe das beste
Ergebnis hinsichtlich des Haltens der Bandscheibenraumhdhe darstellt, welche nach zwolf
Wochen die geringste Bandscheibenraumhdhen-Anderung (Differenz in mm) im
Vergleich mit dem Zustand prae operationem zeigte. Damit schnitt mit -0,17 mm
Differenz im Median die Gruppe mit der niedrigsten TGplPTH1-34 Konzentration
(0,2 mg/ml) in Kombination mit TricOs am besten ab, gefolgt von der Leercage-Gruppe,
welche eine Differenz von -0,23 mm im Median aufwies. Die Spongiosa-Gruppe
prasentierte sich mit 0,61 mm Differenz, die Gruppe, welche TricOs solo erhielt mit
-0,67 mm. Es folgten K1 plus TricOs und K2 plus TricOs mit einer Bandscheibenraum-
héhen-Anderung von 1,17 mm bzw. -1,17 mm, sowie K3 plus TricOs mit 1,33 mm und
TGplBMP-2 mit -1,48 mm Differenz.

4.2.3 Intervertebralwinkel

Fiir die Anderung des Intervertebralwinkels ergaben sich fiir den Zeitpunkt acht Wochen
post operationem im Median Werte zwischen 2,5° (TGplBMP-2) und 11,17°
(0,4 mg/ml TGplPTH1-34 plus TricOs) (Abb. 41). Vier Wochen spéter, d.h. zum Zeit-
punkt von zwdlf Wochen post operationem lagen die Werte im Bereich von -0,51°
(TGpIBMP-2) bis 12,67° (0,4 mg/ml TGplPTH1-34 plus TricOs) (Abb. 41). Dies
bedeutet, der Winkel wurde geringgradig grofler. In einem Vergleich des Intervertebral-
winkels mit der festgestellten Bandscheibenraumhdhen-Anderung war zu registrieren,
dass die dorsale zum Zeitpunkt zwdlf Wochen kleiner als acht Wochen post operationem
wurde, die ventrale hingegen im zeitlichen Verlauf groBer. Diese Anderung der Band-
scheibenraumhohe erkliarte die Verdnderungen im Bereich des Intervertebralwinkels,
welcher von zwei Tangenten gebildet wurde, die durch die gleichen Punkte gelegt worden
waren, wie sie fiir die Bestimmung der dorsalen bzw. ventralen Bandscheibenraumhdhe
verwendet wurden (s. Kap. 3.7.2.2).
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Abb. 41: Anderung des Intervertebralwinkels nach 8 und 12 Wochen (pro Gruppe: n=8)

Tabelle 8 a + b: Deskriptive Statistik der untersuchten Gruppen hinsichtlich des Intervertebral-
winkels nach 8 bzw. 12 Wochen

Gruppe d IVW nach 8 Wochen ( in Grad)
Median Minimum Maximum

K1+TricOs 8,84 -0,64 14,66
K2+TricOs 6,16 1,34 9,00
K3+TricOs 11,17 3,33 14,66
K4+TricOs 5,83 3,34 7,00
TricOs 7,01 2,66 9,66
Leercage 7,01 4,67 12,33
Spongiosa 5,67 5,34 11,00
TGpIBMP-2 2,50 0,00 3,67
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Gruppe d IVW nach 12 Wochen (in Grad)
Median Minimum Maximum

K1+TricOs 8,50 6,67 12,66
K2+TricOs 3,00 -0,67 6,33
K3+TricOs 12,67 1,00 18,66
K4+TricOs 3,84 2,34 5,33
TricOs 5,84 2,33 8,00
Leercage 5,67 2,66 15,67
Spongiosa 5,17 3,67 10,00
TGpIBMP-2 -0,57 -1,67 3,67

Der Kruskal-Wallis-Test, ebenfalls fiir die Evaluation des Intervertebralwinkels
durchgefiihrt, zeigte auch bezogen auf den Zeitpunkt acht bzw. zwolf Wochen post
operationem signifikante Unterschiede im Gruppenvergleich.

In Féllen der Ablehnung der globalen Nullhypothese erfolgte wiederum die Durchfiihrung
von Mann-Whitney-U-Tests.

Im Fall der Anderung des Intervertebralwinkels lag ein zur Bandscheibenraumhéhe
differentes Ergebnis in sofern vor, dass alle Konzentrationen von TGplPTHI-34 in
Kombination mit TricOs im Vergleich zu der Gruppe, die den Leercage erhielt, keine
signifikanten Unterschiede zeigten.

Verglichen zu derjenigen Gruppe, welche TricOs solo als Cageinterponat bekam, lagen
signifikante Unterschiede hinsichtlich der hochsten TGplPTH1-34 - Konzentration
(1,0 mg/ml, K1) in Kombination mit TricOs und der dritthdchsten (0,4 mg/ml, K3) vor.
Im Vergleich der Gruppe, die autologe Spongiosa als Interponat erhielt, wies die hochste
TGplPTH1-34 - Konzentration (1,0 mg/ml, K1) in Kombination mit TricOs sowie die
dritthochste TGplPTH1-34 - Konzentration in Kombination mit TricOs einen
signifikanten Unterschied zu dieser auf.

In einem Vergleich innerhalb der Gruppen, die jeweils unterschiedliche Konzentrationen
TGplPTH1-34 erhielten, war ein dhnliches Ergebnis zu verzeichnen wie in Bezug auf die
Bandscheibenraumhohe.  Allerdings waren  beim  Vergleich der  hdochsten
TGplPTH1-34 - Konzentration von 1,0 mg/ml (K1) plus TricOs mit der niedrigsten
Konzentration von 0,2 mg/ml TGplPTH1-34 (K4) plus TricOs signifikante und bei
demjenigen von 0,4 mg/ml TGplPTHI-34 (K3) plus TricOs  mit
0,2 mg/ml TGpIPTH1-34 (K4) plus TricOs keine signifikanten Unterschiede festzustellen
(Abb. 42).
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Abb. 42: Vergleich der Gruppen, die jeweils eine unterschiedliche Konzentration TGplPTH1-34 in
Kombination mit TricOs erhielten, beziiglich des Intervertebralwinkels (pro Gruppe n=_8)

Im Fall des Vergleiches von TGpIBMP-2 und der autologen Spongiosa als Cagefiillung
waren ebenfalls hinsichtlich der Anderung des Intervertebralwinkels, wie auch schon

beziiglich der Bandscheibenraumhdhen-Anderung nach zwdlf Wochen signifikante
Unterschiede zu verzeichnen.

Folgende Tabelle zeigt die in Mann-Whitney-U-Tests ermittelten p-Werte fiir die
entsprechenden Gruppenvergleiche, wobei der nach Bonferroni korrigierte a-Wert in
Klammern unter dem jeweiligen ermittelten p-Wert aufgefiihrt ist.
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Tabelle 9: p-Werte der Mann-Whitney-U-Tests im Gruppenvergleich, hinsichtlich des Inter-
vertebralwinkels (in Klammern: korrigierter a-Wert).
K1 + | K2 + | K3 + | K4 + TricOs | Leer- Spon-
TricOs | TricOs | TricOs | TricOs cage giosa
K1+TricOs
K2+TricOs | 0,000
(0,0083)
K3+TricOs | 0,083 0,005
(0,0083) | (0,0083)
K4+TricOs | 0,000 0,798 0,010
(0,0083) | (0,0083) | (0,0083)
TricOs 0,007 0,130 0,010 0,130
(0,0125) | (0,0125) | (0,0125) | (0,0125)
Leercage 0,021 0,130 0,065 0,038
(0,0125) | (0,0125) | (0,0125) | (0,0125)
Spongiosa 0,003 0,195 0,015 0,028
(0,0125) | (0,0125) | (0,0125) | (0,0125)
TGpIBMP2 0,001
(0,05)

Die geringste Anderung des Intervertebralwinkels nach zwdlf Wochen, verglichen zu
demjenigen vor der Operation wies mit einem Median von -0,57° die
TGplBMP-2 - Gruppe auf, gefolgt von denjenigen Gruppen, welche TGplPTH1-34 in
einer Konzentration von 0,7 mg/ml bzw. 0,2 mg/ml, jeweils mit TricOs kombiniert
erhielten und eine Anderung von 3,00° bzw. 3,84° zeigten. Die Spongiosa-, Leercage- und
TricOs-Gruppe reihten sich mit einer Anderung des Intervertebralwinkels von 5,17°, 5,67°
bzw. 5,84° an. Die Gruppen, welche TGplPTH1-34 zu 1,0 mg/ml bzw. 0,4 mg/ml in
Kombination mit TricOs erhielten, schlossen, bezogen auf den Intervertebralwinkel, mit
8,50° und 12,67° Differenz zum Zustand prae operationem als schlechteste der
untersuchten Gruppen ab.
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4.2.4 Knochendichtenbestimmung mittels computertomographischer Evaluation

In der zum Zeitpunkt von zwdolf Wochen post operationem durchgefiihrten computer-
tomographischen Untersuchung (CT) des Wirbelsdulensegmentes C3/C4 stellten sich die
Knochendichten im vierten Cervicalwirbel mit 640,810 mg/cm?® im Median in allen
Gruppen generell hoher als im dritten mit 572,252 mg/cm?® im Median dar. Der aus beiden
Cervicalwirbeln erhaltene Mittelwert zeigte im Median eine Knochendichte von
606,443 mg/cm?®. Im Bereich des Cages war festzustellen, dass die Knochendichten im
ersten Schnitt durch den Cage 469,433 mg/cm® im Median betrugen, im zweiten und
dritten Schnitt durch denselben 415,873 mg/cm?® bzw. 411,232 mg/cm® und im vierten
484,174 mg/cm?®. Damit waren die Knochendichten in den beiden an den dritten bzw.
vierten Cervicalwirbel angrenzenden Schnitten hoher als in den zentral gelegenen. Der aus
letzteren gebildete Mittelwert wies eine Dichte von 447,758 mg/cm? im Median auf.

Des Weiteren war festzustellen, dass insgesamt der zentrale Bereich des Cages in allen
Schnitten mit 600,900 mg/cm?® im Median eine hohere gemessene Knochendichte zeigte
als dessen Umgebung mit 413,043 mg/cm® im Median. Ein aus allen Cageregionen
zusammengefasster Mittelwert prédsentierte eine Knochendichte von 452,612 mg/cm?,
welche damit deutlich unter derjenigen lag, welche sich aus dem Mittelwert des dritten
und vierten Cervicalwirbels ergab.

Tabelle 10 fasst oben genannte Beobachtungen zusammen:

Tabelle 10: Deskriptive Statistik der computertomographischen Untersuchung, bezogen auf die
unterschiedlichen gemessenen Regionen

Region Knochendichten (in mg/cm?®)
Median Minimum Maximum

MWC3 572,252 239,684 808,442
MWC4 640,810 425,829 770,058
MWC3C4 606,443 376,700 776,620
Cagel 469,433 63,518 744,644
Cagell 415,873 61,962 633,541
Cagelll 411,232 99,305 678,189
CagelV 484,174 96,253 757,332
MWCagelCagell 447,758 62,740 620,830
MWCageZentrum 600,900 96,890 931,600
MWCageUmgebung | 413,043 88,360 604,740
MWCage 452,612 90,070 632,020

Die geringste Knochendichte im Cagebereich allgemein wies die Leercage-Gruppe
(Gruppe 6) mit 270, 844 mg/cm’ im Median im Cageschnitt III und mit 297,027 mg/cm’
im Median im Cageschnitt IT auf (Abb. 44 und Tabelle 11).

Die hochsten Dichten im Cagebereich waren in den Gruppen vorzufinden, die TricOs,
entweder solo, oder in Kombination mit TGplPTHI1-34 enthielten. Dabei war zu
vermerken, dass die Gruppen mit 1,0 mg/ml bzw. 0,7 mg/ml TGplPTHI1-34 in
Kombination mit TricOs eine hohere Knochendichte zeigten als diejenigen mit einer
Konzentration von 0,4 mg/ml bzw. 0,2 mg/ml TGpIPTH1-34 in Kombination mit TricOs
(Abb. 43 und Tabelle 11).
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Abb. 43: Darstellung der Knochendichten im Cagebereich (pro Gruppe: n=8)

Tabelle 11: Deskriptive Statistik der computertomographischen Untersuchung im Cagebereich,
bezogen auf die Gruppe

Gruppe Medianwert (g/cm?)
Cagel | Cagell | Cagelll | CagelV | MW MW MW MW

Cagel | CageZ | CageU | Cage
Cagell

K1 + 429,470 | 346,703 | 384,680 | 483,541 | 400,724 | 674,371 | 405,915 | 429,470

TricOs

K2 + 521,503 | 491,693 | 466,249 | 574,764 | 480,119 | 702,020 | 478,411 | 528,301

TricOs

K3 + 460,925 | 439,021 | 429,686 | 466,486 | 446,106 | 600,533 | 417,448 | 446,604

TricOs

K4 + 425,773 | 426,051 | 399,585 | 482,975 | 432,001 | 575,223 | 390,127 | 442,633

TricOs

TricOs 487,193 | 437,863 | 418,254 | 514,400 | 478,700 | 674,964 | 425,334 | 473,529

Leercage 425,340 | 297,027 | 270,844 | 371,649 | 337,281 | 398,098 | 305,181 | 332,608

Spongiosa | 454,533 | 330,873 | 343,996 | 424,397 | 384,169 | 524,413 | 343,424 | 366,621

TGpIBMP2 | 603,260 | 439,318 | 451,891 | 589,971 | 517,812 | 611,755 | 504,593 | 527,893
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Die unterschiedlichen Regionen wurden mittels des Wilcoxon-Tests fiir zwei verbundene
Stichproben jeweils so miteinander verglichen, wie sie fiir den Erhalt von aussage-
kréftigen Ergebnissen von Interesse waren.

Im Bereich der an den operierten Zwischenwirbelraum angrenzenden Wirbel, C3 und C4,
waren in den Gruppen, welche 0,4 mg/ml bzw. 0,2 mg/ml TGpIPTH1-34 in Kombination
mit TricOs erhielten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Knochendichte
(BMD) festzustellen, in allen anderen Gruppen dagegen wohl.

Bezogen auf den Vergleich des Cages mit einem aus dem dritten und vierten Cervical-
wirbel gebildeten Mittelwert, lagen in der Gruppe mit der hdéchsten und niedrigsten
Konzentration TGpIPTH1-34 (1,0 mg/ml und 0,2 mg/ml), jeweils in Kombination mit
TricOs angewandt, sowie in den Gruppen, welche den Leercage bzw. Spongiosa als Cage-
fiillung erhielten, signifikante Unterschiede vor. Die iibrigen Gruppen wiesen hingegen
keine auf.

In einem Vergleich des dritten Cervicalwirbels, genauer dessen dem Cage zugewandten
Schnitt (C3I) mit dem Cageschnitt IV (CagelV), welcher wiederum an den dritten Hals-
wirbel grenzte, fanden sich ebenfalls in der Gruppe mit der hdchsten Konzentration
TGplPTH1-34 (1,0 mg/ml) in Kombination mit TricOs, sowie in der Leercage- und
Spongiosa-Gruppe signifikante Unterschiede. In diesem Vergleich zeigte auch die Gruppe
mit der niedrigsten TGplPTH1-34 Konzentration (0,2 mg/ml) in Kombination mit TricOs
erhebliche Unterschiede. Alle anderen Gruppen zeigten keine signifikanten
Unterscheidungen.

Wurde der Blick auf den Vergleich der Knochendichten im vierten Halswirbelkorper
(C4I) und der sich an diesen Wirbelkorper anschlieBenden Schicht durch den Cage
(Cagelll) gelenkt, so waren bei allen untersuchten Interponaten signifikante Unterschiede
zu vermerken.

In einer detaillierteren Betrachtung des Cagebereichs fiel auf, dass im Vergleich der
beiden zentralen Schnitte (Cagel <> Cagell) die Knochendichten nur in drei Féllen
signifikant unterschiedlich waren, ndmlich in der Gruppe, die TGplPTHI1-34 in der
Konzentration 0,7 mg/ml (K2) kombiniert mit TricOs erhalten hatte, sowie in denjenigen,
welche Spongiosa bzw. TGpIBMP-2 als Cagefiillung erhielten (Abb. 44).
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Abb. 44: Darstellung der Knochendichten im Vergleich der beiden zentralen Cageschichten
(pro Gruppe n=8)

Derartige Unterschiede waren im Vergleich des Mittelwertes aus den beiden zentral
gelegenen Cageschnitten und dem Mittelwert aus den Schnitten C3 und C4 in der Gruppe
mit der hochsten, wie auch der niedrigsten Konzentration TGpIPTH1-34 in Kombination
mit TricOs zu finden. Aber auch in den Gruppen, die TricOs solo, den Leercage oder
Spongiosa erhielten, waren sie festzustellen (Abb. 45).
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Abb. 45: Vergleich der Knochendichten im Bereich der zentralen Cageschichten (MWCagelCagell)
mit den wirbelkérpernahen Regionen (MWCagelIICagelV). (pro Gruppe n=8)

Besonders interessant stellte sich der Vergleich des Cage-Zentrums mit dessen Umgebung
dar. Dieser zeigte liberwiegend signifikante Unterschiede zwischen beiden genannten
Regionen, mit Ausnahme zweier Gruppen. Die Leercage- und die Spongiosa-Gruppe
wiesen keine deutlichen Unterschiede zwischen beiden Regionen hinsichtlich der
Knochendichten auf.

Allgemein waren in allen Gruppen die Knochendichten zentral hoéher als in der
Umgebung, wie Abb. 46 zeigt. Die Knochendichten betrugen im Median zentral im Cage
600,900 mg/cm?, in dessen Umgebung 413,043 mg/cm? (Abb. 46 und Tabelle 12).
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Abb. 46: Darstellung der Knochendichten im Vergleich des Cage-Zentrums mit der -Umgebung
(pro Gruppe: n=8)

Die folgende Tabelle stellt die aus den Wilcoxon-Tests erhaltenen exakten p-Werte dar:

Tabelle 12: p-Werte der Wilcoxon-Tests im Vergleich unterschiedlicher Scan-Regionen, hinsichtlich
der Knochendichte (p<0,05).

Gruppe MWC3 | MWCage | CagelV | Cagelll | Cagel | MWCagel | MWCageZ
Cagell

MWC4 | MWC3C4 C31 C41 Cagell | MWC3C4 | MWCageU
K1 + 0,039 0,008 0,016 0,008 0,195 0,016 0,039
TricOs
K2 + 0,016 0,148 0,547 0,016 0,039 0,195 0,008
TricOs
K3 + 0,109 0,023 0,313 0,008 0,250 0,078 0,008
TricOs
K4 + 0,109 0,008 0,008 0,008 0,945 0,016 0,008
TricOs
TricOs 0,008 0,055 0,461 0,008 0,078 0,023 0,008
Leercage 0,039 0,008 0,008 0,008 0,055 0,008 0,250
Spongiosa | 0,008 0,023 0,023 0,008 0,016 0,023 0,148
TGpIBMP2 | 0,016 0,148 0,547 0,008 0,016 0,195 0,023
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In dieser Studie lagen die hdochsten gemessenen Dichten in allen Cageregionen in der
Gruppe vor, welche 0,7 mg/ml TGplPTH1-34 in Kombination mit TricOs erhielt, sowie in
derjenigen, die TGplBMP-2 als Cageinterponat innehatte. Folgend sind die Gruppen,
welche TricOs solo bzw. in Kombination mit den anderen
TGplPTH1-34 - Konzentrationen erhielten, zu nennen. Die Gruppe, welche autologe
Spongiosa als Interponat erhielt, wies gemeinsam mit der Leercage-Gruppe die geringsten
Dichten im Cagebereich auf (Tabelle 11).

4.3. Radiologische Evaluation der Fusion

Fiir die Ermittlung des Fusionsgrades wurde sowohl in der rontgenologischen wie auch in
der computertomographischen Evaluation der bereits unter Kap. 2.6.3 und 3.7.1.3
beschriebene Fusionsscore verwandt.

Bei keinem der Tiere lag ein Fusionsgrad D, d.h. eine vollstindige Fusion, vor. Im
Vergleich der Ergebnisse der radiologischen mit denjenigen der computer-
tomographischen Untersuchung war festzustellen, dass die Bewertung rontgenologisch
allgemein besser ausfiel als computertomograpisch.

4.3.1 Radiologischer Score

Den geringsten Fusionsgrad wies rontgenologisch die Leercage-Gruppe (Gruppe 6) auf.
Diese zeigte in sieben von acht Fillen einen Fusionsgrad von A, d.h. keine Fusion, sowie
in einem Fall Grad B, beginnende Fusion.

Gruppen 5 und 1, welche TricOs solo bzw. 1,0 mg/ml TGplPTH1-34 in Kombination mit
TricOs erhalten hatten, prisentierten in fiinf bzw. drei von acht Féllen eine beginnende
(Fusionsgrad B) und in drei bzw. flinf Fillen eine gering bis mittelgradige kndcherne
Fusion (Fusionsgrad C). Diesen Gruppen schloss sich die Gruppe 8, welche TGplBMP-2
als Cageinterponat erhielt, an. In dieser Gruppe war es in jeweils zwei Fillen zu einer
beginnenden Fusion und in sechs Fillen zu einer gering bis mittelgradigen Fusion
gekommen. Die Gruppen 4 und 7, die 0,2 mg/ml TGpIPHT1-34 in Kombination mit
TricOs bzw. Spongiosa als Cagefiillung erhielten, zeigten jeweils bei einem Tier eine
beginnende und bei sieben Tieren eine gering bis mittelgradige Fusion.

Den hochsten Fusionsgrad wiesen rontgenologisch die Gruppen 2 und 3, welche
TGplPTH1-34 in der Konzentration von 0,7 mg/ml bzw. 0,4 mg/ml, jeweils in
Kombination mit TricOs erhalten hatten, auf. Bei diesen ist die Fusion bei allen acht
Tieren als gering bis mittelgradig bewertet worden.

Folgende Tabelle 13 stellt die oben beschriebenen Ausfiihrungen zusammen:
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Tabelle 13: Radiologische Evaluation der Fusion

Gruppennummer | Fusionsgrad Fusionsgrad Fusionsgrad Fusionsgrad
A B C D

K1 + TricOs 0 3 5 0

K2 + TricOs 0 0 8 0

K3 + TricOs 0 0 8 0

K4 + TricOs 0 1 7 0

TricOs 0 5 3 0

Leercage 7 1 0 0

Spongiosa 0 1 7 0

TGplBMP-2 0 2 6 0

4.3.2 qCT-Score

In der computertomographischen Evaluation wies ebenfalls die Leercage-Gruppe
(Gruppe 6) mit acht Tieren, die keine Fusion zeigten, den geringsten Fusionsgrad auf.
Folgend war dieser Gruppe auch wieder die Gruppe 5, welche TricOs solo erhalten hatte.
Diese zeigte computertomographisch in einem Fall keine Fusion (Fusionsgrad A), eine
beginnende (Fusionsgrad B) in fiinf und eine gering bis mittelgradige Fusion (Fusions-
grad C) in zwei Fillen. Die Gruppe 1, die 1,0 mg/ml TGpIPTH1-34 erhielt, zeigte bei
jeweils vier Tieren eine beginnende bzw. gering bis mittelgradige Fusion. Gruppe 8, mit
TGpIBMP-2 als Cagefiillung, prasentierte im CT drei Tiere mit beginnender und fiinf mit
gering bis mittelgradiger Fusion.

Die Gruppen 4 und 7, in welchen der Cage mit 0,2 mg/ml TGplPTH1-34 in Kombination
mit TricOs bzw. Spongiosa gefiillt worden ist, zeigten in drei bzw. zwei Fillen eine
beginnende und in fiinf bzw. sechs eine gering bis mittelgradige Fusion.

Auch hinsichtlich der computertomographischen Auswertung zeigten die Gruppen 2 und 3
die hochsten Fusionsraten, wobei hier in jeder Gruppe bei einem Tier eine beginnende und
bei sieben Tieren eine gering bis mittelgradige Fusion zu verzeichnen war.

Die aufgefiihrten Beobachtungen sind in Tabelle 14 zusammengefasst, Beispiele fiir den
Fusionsgrad A-C zeigt Abb. 47:
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Tabelle 14: Evaluation des Fusionsscores im qCT
Gruppennummer | Fusionsgrad | Fusionsgrad | Fusionsgrad | Fusionsgrad
A B C D
K1 + TricOs 0 4 4 0
K2 + TricOs 0 1 7 0
K3 + TricOs 0 1 7 0
K4 + TricOs 0 3 5 0
TricOs 1 5 2 0
Leercage 8 0 0 0
Spongiosa 0 2 6 0
TGplBMP-2 0 3 5 0

A
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(B)

©
Abb. 47: A-C: Beispiele fiir den CT-Score: (A) keine Fusion (Fusionsgrad A), (B) beginnende Fusion
(Fusionsgrad B), (C) ggr.-mgr. Fusion (Fusionsgrad C) in der sagittalen Ansicht der Halswirbelsiiule
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5. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, als Teil eines Gesamtprojektes, die knocherne Fusion im
Wirbelsdulensegment C3/C4 nach der intervertebralen Spondylodese mit Hilfe eines mit
verschiedenen osteoinduktiven und -konduktiven Materialien in Kombination gefiillten
Titan-Mesh-Cages im Boxdesign (SynCage C®, Synthes GmbH, Solothurn, Schweiz)
radiologisch zu evaluieren.

Nach SHELLOCK, PIHLAJAMAKI, CIZEK und VAN DIJK kommt es bei den derzeit
klinisch eingesetzten Materialien zu Komplikationen in Form eines Implantatkollapses,
Migration oder Sinterung des Implantates, Bildung von Pseudarthrosen und Artefakt-
bildung bei radiologischen Untersuchungen (SHELLOCK et al, 1992;
PIHLAJAMAKI et al., 1997; CIZEK et al., 2000; VAN DIJK et al., 2002). Die
Optimierung von synthetisch hergestellten biodegradierbaren Materialien zur lokalen
Applikation beschiftigt die medizinisch-klinische Forschung schon seit Jahrzehnten.
Herausforderungen stellen dabei nicht nur die Forderung der kndchernen Fusion durch
Biokompatibilitdt, sondern auch ein initiales Standhalten bei mechanischer Belastung im
Bandscheibenfach sowie vollstindige Degradation und damit Verlassen des Organismus
nach Ablauf einer bestimmten Zeit dar.

In diesem Projekt wurden als Fiillmaterialien osteoinduktiv wie auch osteokonduktiv
wirkende Materialien eingesetzt, wobei dem modifizierten Parathormon (TGpIPTH1-34)
in Kombination mit TricOs eine Schliisselrolle zukam (s. hierzu Kap. 4.4.3 bis 4.4.5).

Die Ubertragbarkeit der dabei zum Tragen kommenden Protein-Modifikation, die aus
einem N-terminalen Peptid-Tag von 12 Aminosduren bestand, welcher eine
Transglutaminase-Substrat-Sequenz (TG-Sequenz) und eine Plasmin-Substrat-Sequenz
(pl-Sequenz) enthielt, wurde zusitzlich anhand des modifizierten bone morphogenetic
protein-2 (TGpIBMP-2) dargestellt.

5.1. Tiermodell

Der Verzicht auf Tierversuche bei der experimentellen Uberpriifung von Langzeit-
ergebnissen neuer Implantatmaterialien zur Spondylodese ist bis heute undenkbar. Nur im
Tierversuch ist es moglich, homogene Untersuchungsgruppen hinsichtlich Alter, Gewicht,
Geschlecht und GroBe mit dem Ziel des Erreichens standardisierter Bedingungen
zusammen zu stellen.

Eine ausreichend grofle Gruppe von genetisch verwandten Tieren ist dabei aus der Gruppe
der landwirtschaftlichen Nutztiere zu erhalten.

Ausschlaggebend fiir die Wahl des Tiermodells ist dabei deren Eignung, d.h. die
Ubertragbarkeit der ermittelten Daten auf den Menschen. Die entscheidenden Kriterien in
Bezug auf experimentelle Untersuchungen am Knochen wurden von WISSING et al.
(1990) postuliert. In dieser Publikation sind unter anderem Anforderungen an das
Knochenmaterial enthalten, welches ein analoges Vorgehen mit gleichem
Instrumentarium ermdglichen soll, die Vergleichbarkeit der biomechanischen Belastungen
in der zu untersuchenden Region, &dhnliche Regenerationsfahigkeit des Knochens,
Reproduzierbarkeit der Reaktionen, Simulation der beim Menschen ablaufenden Langzeit-
folgen in kiirzeren Versuchszeiten beim Tier und nicht zuletzt wirtschaftliche Faktoren
(WISSING et al., 1990).

WILKE et al. (1997) sowie KANDZIORA et al. (2001) haben Schafe als die geeigneten
Tiere fiir experimentelle Studien an der Halswirbelsdule bewertet. Dennoch bleibt ein
direkter Vergleich hinsichtlich der Osteonenregeneration beider Spezies auf Grund
Osteonentopographischer Unterschiede und einer differierenden Lamellenstruktur des
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Knochengewebes unmoglich (EITEL et al., 1981). Primaten oder Hunde wéren da die
besseren Tiere, aus ethischen Griinden wird der Einsatz dieser Tierarten allerdings stark
kritisiert (EITEL et al., 1981).

Weitere Vorteile von Schafen, im Besonderen weiblichen, ist ihr relativ neutrales
Verhalten untereinander. Dieses &duflert sich beispielsweise durch ein geringes
Aggressionspotential und fehlendes gegenseitiges Belecken oder Beknabbern
(SAMBRAUS, 2001). AuBlerdem ist der Umgang mit ihnen, wie BRILL (1991)
beschrieben hat, unkompliziert.

Die von MC AFEE et al. (1988) aufgestellten limitierenden Faktoren zur Bewertung der
Ergebnisse einer Wirbelkorperfusion in Versuchstieren, wie Krafteinwirkungs-
unterschiede auf die horizontal im Vergleich zur vertikal stehenden Wirbelsdule oder im
Experiment erzeugte Instabilitit der Wirbelsdule konnten von KUMMER (1992),
WILKE et al. (1997) und KANDZIORA et al. (2001) teilweise widerlegt werden. Zwar
bestehen qualitative und quantitative Unterschiede in Bezug auf die Krafteinwirkung
entsprechend der Lage der Wirbelsdule im Raum beim Quadrupeden und Bipeden,
dennoch konnten dhnliche biomechanische und anatomische Begebenheiten im
Besonderen im Segment C3/C4 nachgewiesen werden (WILKE et al., 1997;
KANDZIORA et al.,, 2001). Diese Vergleichbarkeit der Biomechanik ist in dem von
KUMMER (1992) perfektioniertem Bogen-Sehnen-Prinzip, bei welchem die Wirbelsiule
immer unter Druckspannung steht, unabhédngig von einer vertikalen oder horizontalen
Lage im Raum, begriindet.

Die Beriicksichtigung der experimentell erzeugten Instabilitdt der Wirbelséule, die sich in
ihrer Atiologie von der einer Fraktur, von Skoliosen oder degenerativen Prozessen
unterscheidet, bleibt zu beachten. Die Ubertragbarkeit der gewonnen Daten besteht damit
in unserem Fall auf eine Situation, bei der iatrogen Instabilitidten verursacht bzw. bei der
zusiétzlich zum Nucleus pulposus Anteile des Anulus fibrosus entfernt wurden.

Eine Gruppengrdfle von acht Tieren je Gruppe ldsst zwar in Bezug auf die Ergebnisse nur
beschreibenden Charakter zu und hat damit keine allgemeingiiltige Aussagekraft, ist aber
dennoch ausreichend, um Aussagen {iber das Einheilungsverhalten verschiedener
Scaffolds treffen zu konnen.

5.2. OP und OP-Zeitraum

Die Operation erfolgte nach einer etablierten Methode, die erstmals von SMITH und
ROBINSON erwihnt und beschrieben wurde, bei welcher das Implantat von ventral in das
Bandscheibenfach eingebracht wird (SMITH und ROBINSON, 1955, 1968). Weitere
Autoren wie ARONSON et al. (1968) und CLOWARD (1988) demonstrierten in ihren
Studien nachfolgend diese Technik.

Eine Standardisierung in diesem Projekt wurde dadurch erzielt, dass alle Operationen von
einer Person, der Tierdrztin Anne-Marie Pobloth, durchgefiihrt wurden.

Frau Anne-Marie Pobloth studierte die Operationsmethode zuvor unter Anleitung von
Dr. Robert Pflugmacher in praktischen Ubungen ein.

Die Standardisierung der Rontgen- sowie der computertomographischen Untersuchung
wurde dadurch erzielt, dass diese nur von mir selbst angefertigt wurden. Auch fiir diese
bildgebenden Methoden fand vor Beginn des Projektes eine praktische Einarbeitung unter
Anleitung von Dr. Robert Pflugmacher statt.
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Der fiir dieses Projekt gewdhlte Beobachtungszeitraum von zwdlf Wochen entspricht
einer frithen Phase der Spondylodese beim Schaf, bei der die Segmentversteifung weit
fortgeschritten, dennoch nicht vollstindig ist (DVORAK et al, 1988;
SANDHU et al., 1996; CUNNINGHAM et al., 1999). Auf Grund dieser Tatsache lassen
sich, wie CUNNINGHAM et al. (1999) bereits feststellte, Unterschiede im Einheilungs-
verhalten verschiedener Implantate bzw. Implantatfiillungen sehr gut demonstrieren. Die
Beobachtungen von DVORAK et al. (1988), SANDHU et al. (1996) und
CUNNINGHAM et al. (1999) konnen bei Betrachtung der Ergebnisse, die aus den in
dieser Arbeit demonstrierten bildgebenden Analysemethoden erhalten wurden, bestitigt
werden (s. hierzu Kap.5.4).

5.3. Analysemethoden

5.3.1 Rontgen

Bestimmt wurden die Parameter ventrale, mittlere, dorsale und die sich daraus ergebende
durchschnittliche Bandscheibenraumhohe sowie der Intervertebralwinkel.

Die Evaluation erfolgte, wie hdufig beschrieben, mit Hilfe von konventionellen, statischen
Rontgenaufnahmen. Mit Hilfe dieser Methode wird eine schnelle, effiziente und kosten-
giinstige FErhebung des Fusionsstatus ermodglicht (BLUMENTHAL et al., 1993;
HERZOG et al., 1996). Dadurch sind Aussagen iiber mechanische Verdnderungen im
Bewegungssystem zu treffen (BLUMENTHAL et al., 1993; HERZOG et al., 1996).

Die Standardisierung der Lagerung der Tiere wihrend der Rontgenaufnahmen wurde mit
Hilfe einer eigens fiir dieses Projekt angefertigten Schale, in welcher Kopf und Hals
platziert wurden, erzielt (s. Abb. 23, Kap. 3.7.2.1). Dariiber hinaus wurden die Tiere fiir
jede Rontgenuntersuchung narkotisiert, um ein evtl. schmerzbedingtes Gegenspannen zu
verhindern.

In einem Vorversuch wurden RoOntgenaufnahmen im latero-lateralen Strahlengang
zehnmal wiederholt und hinsichtlich der gewéhlten Parameter ausgewertet. Dabei zeigte
sich eine Standardabweichung von jeweils zehn Prozent des Gesamtwertes.

In der Literatur wird der Lordosewinkel als zur Ermittlung der Bandscheibenraumhohe
und derjenigen des Intervertebralwinkels zusitzlich zu bestimmender Parameter genannt,
da ein Erhalt der Lordose im Bewegungssegment neben einem Halten der Hohe des Inter-
vertebralraumes ein Ziel widhrend der knochernen Fusion ist. Dennoch wurde in der
vorliegenden Studie auf seine Erhebung wegen der im Vorversuch festgestellten enormen
Streuung mit bis zu sechzig Prozent Standardabweichung verzichtet. Diese Beobachtung
konnte bereits in einem vorangegangenen Projekt des Institutes verzeichnet werden, die
Aussagekraft des Winkels wurde darauthin als nicht verlésslich erachtet.

Nach LEE et al. (2004) existiert keine bildgebende Methode, mit Hilfe derer eine solide
knocherne Durchbauung mit Sicherheit nachgewiesen werden kann. Die Darstellung
mittels chirurgischer Exploration wird von verschiedenen Autoren als sicherster Nachweis
angegeben (DE PALMA et al, 1972; FLATLEY und DERDERIAN, 1985;
LARSEN et al., 1996; LEE et al., 2004).

Eine solide kndcherne Fusion an der Halswirbelsdule kann nach FOLEY et al. (1983) und
SLONE et al. (1993) nicht vor Ablauf von sechs Monaten post operationem gezeigt
werden, sollte allerdings nach Ablauf eines Jahres vorhanden sein. Ist dies nicht der Fall,
SO kann von einer Pseudarthrosenbildung ausgegangen werden
(STEINMANN und HERKOWITZ, 1992), wobei deren Nachweis derzeit ebenfalls als
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schwierig gilt. Radiologisch ist nach HEGGENSS und ESSES (1991) die Einteilung in
eine atrophische sowie eine hypertrophe Pseudarthrose moglich. Erstere dufert sich in
einem Vorliegen von Resorptionszonen im ehemaligen Bandscheibenraum anstelle einer
knochernen Reaktion, wohingegen bei letzterer kndcherne Sklerosezonen ventral des
Intervertebralraumes vorhanden sind. In diesem Projekt konnte auf Grund des
Beobachtungszeitraumes von drei Monaten in keinem Fall eine solide knécherne Durch-
bauung nachgewiesen werden, was die These von FOLEY et al. (1983) und SLONE et al.
(1993) bestitigt. In Abhéngigkeit des eingebrachten Materiales war es allerdings méglich
anhand der radiologischen Auswertung in einzelnen Gruppen Hinweise auf Pseud-
arthrosenbildung wie von HEGGENSS und ESSES (1991) beschrieben, zu erhalten
(s. Kap. 4.2).

Der Einsatz der Rontgen-Diagnostik hinsichtlich der Bestimmung des Fusionsstatus kann
nicht isoliert betrachtet werden. Gegenstand dieser Arbeit ist neben der radiologischen die
computertomographische Untersuchung. Dennoch haben die Ergebnisse nur explorativen
Charakter und sollten in Zusammenhang mit den biomechanischen, histologischen und
immunhistologischen Arbeiten des Projektes bewertet werden. Der Fusionsscore wird in
Kap. 5.3.3 diskutiert.

5.3.2 Computertomographische Untersuchung (CT)

Die Computertomographie stellt eine, die konventionellen Rontgenaufnahmen sinnvoll
erginzende, Diagnostik dar.

Jedoch kann die Evaluation an CT-Schnitten durch Artefaktbildung des Implantates
besonders bei solchen aus Metall erschwert werden (CIZEK und BOYD, 2000).
Mittlerweile wird Titan als Grundmaterial von Implantaten eingesetzt, mit dem Erfolg, die
Artefaktbildung in  der bildgebenden Diagnostik  erheblich  einzuddmmen
(NAROTAM et al., 2003). Allerdings konnte auch in der vorliegenden Arbeit teilweise
eine erschwerte Evaluation der CT-Untersuchung durch Artefaktbildung verzeichnet
werden. So war festzustellen, dass die Auswertbarkeit der Schnitte entscheidend von dem
jeweiligen Fiillmaterial abhing. Subjektiv betrachtet, konnte bei den Tieren mit TricOs als
Fiillmaterial eine hohere Artefaktbildung vermerkt werden.

Der Einsatz der CT-Diagnostik hinsichtlich der Bestimmung des Fusionsstatus wird in
Kap. 5.3.3 diskutiert.

5.3.3 Fusionsscore

Fir die Beurteilung des Fusionsstatus existieren in der Literatur keine einheitlichen
Kriterien. So ist beispielsweise die Region, in welcher die kndcherne Uberbriickung des
Bandscheibenraumes  analysiert ~ werden  soll, nicht eindeutig  festgelegt
(LARSEN et al., 1996; MC AFEE, 1999; MC AFEE et al.,, 2001). Da dennoch die
bildmorphologische Evaluation das Diagnostikum der Wahl darstellt, um den Grad der
knochernen Fusion im ehemaligen Bandscheibenraum zu ermitteln, wurde in
vorangegangenen Projekten des Institutes ein eigenes Scoresystem entwickelt
(KANDZIORA et al., 2002).

Dieses Scoresystem wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl in der Rontgen- als auch in
der CT-Untersuchung verwandt. Die Autoren sind sich einig, dass der Fusionsstatus nicht
nur radiologisch ermittelt werden sollte (BLUMENTHAL et al., 1993; KANT et al., 1995;
COOK et al., 2004). Die computertomographische Darstellung der Fusionsregion wird
deshalb héufig benannt (BANZER et al, 1972; GENANT et al, 1977;
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LAASONEN et al., 1989; HERZOG et al., 1996; LIU et al., 2000; SANTOS et al., 2003;
COOK et al., 2004).

Auf Grund von zum Teil unzureichender Auflosung ist es beispielsweise unmoglich
anhand eines Rontgenbildes feine Unterbrechungen der Knochenstruktur, wie sie im Falle
einer Pseudarthrose auftreten, zu evaluieren (McAFEE et al. 2001). Hinzu kommt, dass
die konventionelle Rontgenaufnahme ein Summationsbild, bei welchem alle
durchstrahlten Gewebe in einer Ebene dargestellt werden, verkorpert. Diese Tatsache
fiihrt bei alleiniger Betrachtung der Rontgenbilder unter Umstédnden zu einer Falsch-
interpretation des Fusionsstatus, denn durch den Summationseffekt kann eine residuale
Diskontinuitdt der Verknocherung im ehemaligen Bandscheibenraum so iiberdeckt
werden, dass der Betrachter von einer vollstindigen Fusion ausgeht. So konnte durch
zahlreiche Studien die Reliabilitdit des Ergebnisses hinsichtlich des Fusionsgrades,
welches allein aus der Rontgendiagnostik erhalten wurde, in Frage gestellt werden.
KANT et al. (1995) konnten eine per Rontgenauswertung als vollstindig bezeichnete
Fusion im Bereich der Lendenwirbelsdule mittels chirurgischer Exploration in einund-
sechzig Prozent der Fille als unvollstindige nachweisen.

Studien, die sowohl die Rontgendiagnostik als auch die CT-Untersuchung zur
Bestimmung des Fusionsstatus nutzten, konnten beweisen, dass der Grad der kndchernen
Fusion anhand des konventionellen Rontgenbildes generell hoher bewertet wurde, als in
den CT-Schnitten. Dementsprechend kann nicht von einer Korrelation dieser beiden
Evaluationsmethoden ausgegangen werden (LANG et al., 1988;
LAASONEN und SOINI, 1989; KANT et al., 1995; CIZEK und BOYD, 2000;
SANTOS et al., 2003). Auch in diesem Projekt konnten derartige Beobachtungen gemacht
werden (s. Kap. 5.5.6).

Die in der Literatur hiufig aufgefiihrte Kritik gegeniiber der CT-Diagnostik hinsichtlich
der Evaluation einer kndchernen Fusion beruft sich auf die von BRODSKY et al. (1991)
gedullerte Ungenauigkeit dieser Methode. Jedoch verwendete er eine Schichtdicke von
5 bis 10 mm, nicht wie andere Autoren von 1 mm. In diesem Projekt wurde eine Schicht-
dicke von 0,6 mm gewidhlt, um eine moglichst genaue Analyse hinsichtlich einer
Knochenneubildung im gesamten Zwischenwirbelraum zu erhalten. Die Analyse von
0,6 mm dicken parallel zum Bandscheibenraum verlaufenden axialen Schichten mit der
Moglichkeit zur Rekonstruktion zwei- und dreidimensionaler Schnitte kann das Fehlen
oder Vorhandensein von C3/C4 iiberbriickendem Knochen ohne Zweifel nachweisen. So
zeigten LANG et al. (1988) und ZINREICH et al. (1990) schon bei einer Schichtdicke von
1 mm die Uberlegenheit dieser Darstellungen hinsichtlich des Nachweises von
fusionierten bzw. nicht-fusionierten Bewegungssegmenten auf.

Nachdem Autoren wie LAASONEN und SOINI (1989) die Uberlegenheit der
CT-Untersuchung im Vergleich zur chirurgischen Exploration beim Nachweis einer
residualen Pseudarthrose und SHAH et al. (2003) wie auch COOK et al. (2004) eine
gegeniiber des nativen Rontgenbildes nachweisen konnten, gilt die CT-Technik derzeit als
sog. ,,gold standard* in Bezug auf die Evaluation der Fusionsregion.

Wie in Kap. 5.3.1 bereits erwéhnt, sollte auf die Rontgendiagnostik als eine schnelle,
effiziente und kostengiinstige Methode in der Erhebung des Fusionsstatus dennoch nicht
verzichtet werden (BLUMENTHAL et al., 1993; HERZOG et al., 1996).

Diese Arbeit bewertet als Teil eines Gesamtprojektes nur die radiologisch feststellbaren
Ereignisse im Wirbelsegment. In Bezug auf die funktionelle Stabilitdt des betroffenen
Bewegungssegmentes C3/C4 sollten die Ergebnisse der biomechanischen und
histologischen Untersuchungen (Dissertationen Sonja Dettmann und Moritz Giesecke)
validiert werden.
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5.4. Diskussion der Ergebnisse

In Verbindung mit vorangegangenen Studien, dem Wolff'schen Gesetz folgend und die
Auflagefliche als entscheidendes Kriterium fiir die Gefahr der Sinterung nennend
(HOLLOWELL et al., 1996; SANDHU et al., 1996; EYSEL et al., 2000), fiel fiir dieses
Projekt die Wahl auf den Titan-Mesh-Cage im Boxdesign (SynCage C®, Synthes GmbH,
Solothurn, Schweiz). Durch seine Form passt sich dieser Cage den anatomischen
Gegebenheiten des Bandscheibenfaches optimal an, nach cranial weist er eine konvexe,
nach caudal eine geringgradig konkave Kriimmung auf (s. Abb.14, Kap.2.5.2.3). Die
Anpassung der Form in dieser Art fiihrt zu einer gleichméfBigen Belastung des Implantates
im Bandscheibenfach, wodurch ein Zerbersten desselben verhindert wird.

Dennoch konnte in der vorliegenden Arbeit, wie zuvor von KANDZIORA et al. (2002)
beschrieben, besonders in den Gruppen 1, 2, 3 und 5, ein Einsinken des Cages in die
Endplatten der angrenzenden Wirbel festgestellt werden. In der Gruppe fiinf, in welcher
die Tiere den SynCage C® mit TricOs solo gefiillt erhielten, war das Einsinken am
stiarksten, wohingegen in der Gruppe vier, die TricOs in Kombination mit der geringsten
Konzentration TGplPTH1-34 (0,2 ml/mg) erhielt, keines der Tiere ein Einsinken des
Cages in die Endplatten von C3 und C4 zeigte.

Die Begriindung fiir diese Beobachtung liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit an der
Substanz, welche in den Cage eingebracht wird. Ein beschleunigter Materialabbau,
welcher in Abhédngigkeit der eingebrachten Substanz unterschiedlich schnell vonstatten
geht (s. hierzu auch Kap. 4.4.3 bis 4.4.5) fiihrt zu einer erhohten Beweglichkeit im
Bandscheibenfach sowie zu einem Abfall des pH-Wertes in ein saures Milieu. Diese
Begebenheiten fordern eher die Knochenresorption, d.h. sie wirken dem Knochen-
wachstum im Intervertebralspalt entgegen und bewirken zudem sogar eine Knochen-
resorption in den angrenzenden Wirbeln. LACROIX und PRENDERGAST (2002)
konnten in einer Studie nachweisen, dass eine Knochenneubildung im Frakturspalt erst
nach einer Stabilisierung durch Knorpel bzw. Bindegewebe und einem niedrigen
hydrostatischen Stress ermoglicht wird. Ein Anstieg des Fliissigkeitsflusses, wie er im
Falle eines niedrigen pH-Wertes vorliegt, und ein erhdhter Scherungsstress hemmt damit
Knorpel- bzw. Knochenwachstum. Die Bildung von Bindegewebe, welche eine fehlende
knocherne Durchbauung des Intervertebralraumes nach sich zieht, wird damit begiinstigt
(LOBOA et al., 2001; LACROIX und PRENDERGAST, 2002).

5.4.1 TGplPTHI1-34 in Fibrinmatrix eingebunden in Kombination mit TricOs

Die lokale Applikation von osteoinduktiven Komponenten in der Wirbelsdulenchirurgie
wird mit dem Ziel erforscht, die Spondylodese zu stimulieren und damit die Fusion zu
beschleunigen, Komplikationen wie auch die Pseudarthrosenbildung zu verringern und
eine zweite Operation zur Entnahme autologer Spongiosa zu vermeiden
(BODEN et al., 1999; SANDHU et al., 1996; BODEN, 2000). Ebenso spielen wirtschaft-
liche Faktoren eine wesentliche Rolle.

Der Effekt exogener, lokal applizierter osteoinduktiver Proteine zur Knochenregeneration
und -heilung wird bereits seit einigen Jahren untersucht (COOK et al.,, 1996;
BODEN et al., 1998; Boden et al., 1999; Boden et al., 2000; GRAUER et al., 2001).

SCHMOECKEL et al. (2005) konnten nachweisen, dass die kovalente Einbindung der
Proteine in eine Fibrinmatrix zum einen eine verldngerte Verweildauer am Ort der
gewiinschten Knochenneubildung, zum anderen eine kontrollierte Freisetzung und damit
lokale Wirkung bei Minimierung von systemischen Effekten bewirkt. Dartiiber hinaus
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kann die Konzentration der eingesetzten Proteine und damit mogliche Nebenwirkungen
reduziert werden.

LE GUEHENNEC et al. (2002) konnten nachweisen, dass Fibrin selbst schon einen
positiven Effekt auf die Knochenheilung hat.

In dieser Arbeit ist die Funktion des Fibrins als Matrix fiir die osteoinduktiven Stoffe
TGplPTH1-34 und TGpIBMP-2 von Bedeutung gewesen, die Untersuchung des Fibrins
als alleinigen Fiillstoff fiir den Cage hinsichtlich des positiven Effektes auf die Knochen-
heilung erfolgte in anderen Arbeiten im Rahmen des Projektes radiologisch, histologisch
und biomechanisch.

In einer unmittelbar dieser Arbeit vorangegangenen Studie konnten die besten Ergebnisse
bei Anwendung von TGpIPTH1-34 in Kombination mit TricOs als Fiillmaterial fiir einen
experimentell gesetzten Defekt in einem Tibiafrakturmodell erzielt werden, wenn das
modifizierte Hormon in einer Konzentration von 1,0 mg/ml bzw. 0,4 mg/ml verwendet
wurde (ARRIGHI et al., 2007).

Demnach hétten auch in der vorliegenden Studie die Resultate bei diesen Konzentrationen
die besten sein sollen. Wir konnten allerdings bei Einsatz von TGplPTH1-34 in Fibrin-
matrix in einer Konzentration von 0,7 mg/ml bzw. 0,2 mg/ml in Kombination mit TricOs
hinsichtlich der untersuchten Parameter die besten Ergebnisse erzielen.

Die lokale Applikation des modifizierten TGplPTH1-34 in einer Fibrinmatrix wurde in
der vorliegenden Studie erstmals zur Erzielung einer Spondylodese im Bereich der
cervicalen Wirbelsdule eingesetzt.

Die Kombination aus dem lokal freigesetzten Protein TGplPTH1-34 in einer Fibrinmatrix
und der Biokeramik TricOs, sollte durch osteoinduktive sowie -konduktive Eigenschaften,
Biokompatibilitdt und vollstdndiger Degradierbarkeit dem Verhalten der Spongiosa
hinsichtlich dem Erzielen einer kndchernen Fusion am nédchsten kommen.

Die mechanischen Eigenschaften der Materialien sollten in guter Anpassung an die Cage-
form verbessert werden. Das granuldre Material erwies sich jedoch als schwierig. So fiel
es intra operationem nicht leicht, das Material ordnungsgemif zu platzieren. Auch die
radiologische Auswertung brachte durch die hohe Dichte der Biokeramik und noch
sichtbarer, damit noch nicht degradierter Granula, Schwierigkeiten hinsichtlich der
Unterscheidung von neu gebildetem Knochen im Intervertebralraum mit sich. Des
Weiteren war eine Artefaktbildung, wahrscheinlich durch TricOs bedingt, in der
computertomographischen Evaluation zu verzeichnen. Beziiglich der hohen Dichten in
den TricOs-Gruppen, welche mittels letztgenannter Untersuchungsmethode erhalten
wurden (s. Kap. 4), bleibt zu beachten, dass es sich hierbei moglicherweise um falsch
positive Ergebnisse handelt. TricOs weist als Biokeramik mit 3,05-3,15 g/cm? eine sehr
hohe Dichte auf, die liberdies auch hoher ist als die eigentliche Knochendichte, welche
Werte zwischen 1,70-2,00 g/cm?® einnimmt. Auf Grund dieser Tatsache, kann in den
entsprechenden Gruppen nicht mit Sicherheit von einer Knochenneubildung ausgegangen
werden, ohne die Ergebnisse der histologischen Untersuchung, die nicht Gegenstand
dieser Arbeit sind, hinzuziehen.

Alle Gruppen, die TGplPTHI1-34 in Kombination mit TricOs als Cageinterponat
enthielten, zeigten zum Untersuchungszeitpunkt zwolf Wochen post operationem eine
durchschnittliche Bandscheibenraumhohe, welche dem Zustand prae operationem néher
kam als nach acht Wochen. Bezogen auf den Intervertebralwinkel war ebenfalls
festzustellen, dass dieser nach zwolf Wochen dem Zustand prae operationem nédher kam
als nach acht Wochen.
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Hinsichtlich der Bandscheibenraumhdhen-Anderung zeigte die hochste TGplPTH1-34
Konzentration (1,0 mg/ml) in Kombination mit TricOs sowie die dritthdchste (0,4 mg/ml)
signifikante Unterschiede verglichen zu der Gruppe, die TricOs solo erhielt. Verglichen
mit der Leercage-Gruppe wiesen TGplPTH1-34 in der Konzentration von 0,7 mg/ml bzw.
0,4 mg/ml jeweils mit TricOs kombiniert signifikante Unterschiede auf. Im Vergleich mit
der Gruppe, die autologe Spongiosa als Cageinterponat erhalten hatte, wiesen
TGplPTH1-34 in den Konzentrationen 1,0 mg/ml, 0,4 mg/ml sowie 0,2 mg/ml jeweils mit
TricOs kombiniert signifikante Unterschiede auf.

Die oben genannten Beobachtungen bedeuten, dass bezogen auf die Bandscheibenraum-
héhen-Anderung nur die Gruppe, die 0,4 mg/ml TGplPTH1-34 in Kombination mit
TricOs die diesem Projekt zugrunde liegenden an ein Cageinterponat gestellten
Anforderungen erfiillt. Diese verlangen die signifikante Unterscheidung von TricOs solo
als Cageinterponat sowie dem Leercage, allerdings keine dementsprechende von der
autologen Spongiosa als Cagefiillung.

Mittels durchgefiihrten Mann-Whitney-U-Tests konnten hinsichtlich der Anderung des
Intervertebralwinkels im Vergleich der Gruppen, die eine Kombination aus TGpIPTH1-34
in unterschiedlicher Konzentration mit TricOs erhielten mit derjenigen, die den Leercage
instilliert bekommen hat, in allen Féllen keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen
werden.

Im Fall des Vergleiches der Gruppen, die TGplPTHI1-34 in Kombination mit TricOs
erhielten mit der Gruppe, in welche TricOs solo als Cagefiillung eingebracht wurde, lagen
deutliche Unterschiede zur hochsten TGpIPTH1-34 - Konzentration (1,0 mg/ml) sowie zur
dritthéchsten Konzentration (0,4 mg/ml), jeweils mit TricOs kombiniert, vor.

Verglichen zu der Gruppe, die autologe Spongiosa als Interponat erhielt, wies die Gruppe,
die die hochste TGplPTH1-34 - Konzentration (1,0 mg/ml) in Kombination mit TricOs
erhielt, signifikante Unterschiede auf, alle anderen nicht.

Auf Grund dieser Ergebnisse erfiillt hinsichtlich des Kriteriums der Intervertebralwinkel-
Anderung keine Gruppe die von einem Cageinterponat geforderten Kriterien, welche unter
Kap. 1.2 aufgefiihrt sind.

Zu vermerken ist, dass die Untersuchungsparameter Bandscheibenraumhohen- und Inter-
vertebralwinkel-Anderung gegeniiberstellend betrachtend in einem Vergleich der
Gruppen, die TGplPTH1-34 in verschiedenen Konzentrationen mit TricOs kombiniert
erhielten und derjenigen, die TricOs solo als Interponat inne hatte, eine Ubereinstimmung
vorlag. In einem Vergleich der erstgenannten Gruppen mit der Leercage-Gruppe bzw.
jene, welche autologe Spongiosa als Cagefiillung erhielt, war jedoch keine solche
Kongruenz zu finden.

In einem Gruppenvergleich der verschiedenen TGplPTHI1-34 - Konzentrationen in
Kombination mit TricOs untereinander lagen im Fall der Bandscheibenraumhdhe in vier
von sechs Fillen jeweils signifikante Unterschiede vor, in zwei Féllen bestanden
allerdings keine. Auf Grund dieser Tatsache ist es nicht moglich eine eindeutige Aussage
dahin-gehend zu treffen, dass die Konzentration von TGplPTH1-34 Einfluss auf das
Einheilungsergebnis bezogen auf das Halten der Bandscheibenraumhéhe nimmt.

Bei den Intervertebralwinkelergebnissen stellten sich in einem Vergleich der Gruppen, die
eine unterschiedliche TGplPTH1-34 Konzentration in Kombination mit TricOs erhalten
haben, drei von den sechs untersuchten Gruppen signifikant unterschiedlich dar. Damit ist
auch bezogen auf den Intervertebralwinkel keine eindeutige Aussage hinsichtlich eines
konzentrationsabhédngigen Einheilungsergebnisses moglich.
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Das Ergebnis der Untersuchungsparameter Bandscheibenraumhohen- und Intervertebral-
winkel-Anderung zeigte im Gruppenvergleich der verschiedenen
TGplPTH1-34 - Konzentrationen in Kombination mit TricOs als Cageinterponat
angewendet, iiberwiegend eine Ubereinstimmung. Ausnahme stellte der Vergleich der
dritten mit der vierten Gruppe dar. Dieser zeigte hinsichtlich der Bandscheibenraum-
héhen-Anderung eine signifikante Unterscheidung, welche angesichts der Intervertebral-
winkel-Anderung nicht bestitigt werden konnte.

Hinsichtlich der computertomographischen Untersuchung, in welcher die Knochendichte
besonders im Cagebereich von Interesse war, konnte die hochste Knochendichte im Cage-
bereich in der Gruppe, welche 0,7 mg/ml TGplPTHI-34 in Kombination mit TricOs
erhielt, evaluiert werden. Alle anderen Gruppen, welche TricOs solo bzw. in Kombination
mit den anderen TGpIPTH1-34 - Konzentrationen erhielten, zeigten niedrigere Knochen-
dichten.

Es ist auf Grund der Tatsache, dass die Gruppe, welche autologe Spongiosa als Interponat
erhielt, welches fiir autologes Knochenmaterial als derzeitiger sog. ,,gold standard* gilt,
geringere Knochendichten im Cagebereich aufwies, die Uberlegung anzustellen, ob die
Gruppen, welche u.a. TricOs als Cagefiillmaterial enthielten, durch die hohe Dichte dieser
Biokeramik nicht falsch positive Ergebnisse geliefert haben. Mittels der CT-Evaluation ist
es nicht méglich, das bezogen auf die Dichte gemessene Material eindeutig als Knochen-
material zu identifizieren, wohl aber waren granuldre Strukturen, welche ein Hinweis auf
noch nicht abgebautes TricOs liefern, erkennbar. Die histologische Untersuchung mit
einer klaren Zellidentifizierung ist unbedingt erforderlich. Fiir eine abschlieBende
Bewertung sind damit die entsprechenden im Rahmen der Gesamtstudie angefertigten
Arbeiten, die nicht Gegenstand der vorliegenden Dissertation sind, zu beriicksichtigen.

Bei Betrachtung des Fusionsgrades ergaben sich, wie zu erwarten, sowohl in der
konventionellen radiologischen als auch computertomographischen Untersuchung die
hochsten Fusionsraten fiir die Spongiosa-Gruppe, sowie die Gruppen 2 und 3 mit
0,7 mg/ml bzw. 0,4 mg/ml TGplPTH1-34 in Kombination mit TricOs als Cagefiillung.
Allgemein war der Fusionsgrad compertomographisch geringer eingeschitzt worden als in
der Auswertung der Rontgenaufnahmen, diese Beobachtung wurde in der Literatur
bereits vielfach beschrieben (s. hierzu Kap. 5.3.3).

5.4.2 TGplBMP-2 und Beckenkammspanspongiosa im Vergleich

In der Vergangenheit zeigte die tierexperimentelle Untersuchung hinsichtlich kollagener
Carrier eine unsichere und unkontrollierbare Freisetzung von auf diesen aufgebrachten
Wirksubstanzen (SORENSEN et al, 1990; TAKAOKA et al, 1991;
MARTIN et al., 1999). Hinzu kamen Kompressionseigenschaften der Schwimme, welche
unter Druckbelastung zu einem teilweisen Kollaps des Materials fiithrten
(TAKAOKA et al., 1991).

GELINSKY et al. (2004) entwickelte eine Methode zur Mineralisierung kollagener
Schwimme. Diese wiesen im feuchten Milieu eine bessere Elastizitit und Last tragende
Funktion auf als herkommliche, dariiber hinaus behielt das Material auch nach Benetzung
mit unterschiedlichen Beschichtungen seine Form.

Verwendet wurde in der vorliegenden Studie ein Schwamm, der Kollagen des Rindes
enthélt. TAKAOKA et al. (1991) beschrieben in einer Publikation die mogliche Gefahr
immunologischer Reaktionen auf das bovine Kollagen. Die immunologische Sicherheit
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konnte  jedoch mehrfach bewiesen werden. Verschiedene Autoren, wie
COOPERMAN et al. (1984), ELLINGSWORTH et al. (1984) und DE LUSTRO et al.
(1990) zeigten, dass es beim Menschen nur in zwei bis vier Prozent der Félle bei intra-
dermaler Applikation von bovinem Kollagen innerhalb der ersten vier Wochen zu
sichtbaren immunologischen Reaktionen kam. Eine Bildung von Antikdrpern gegen das
bovine Kollagen Typ I wurde in 7,5 Prozent der Félle beobachtet
(DE LUSTRO et al., 1990). Lokale Entziindungsreaktionen traten bei drei Prozent der an
der Studie teilnehmenden auf (ELLINGSWORTH et al., 1984). Reaktionen auf zelluldrer
Ebene zu untersuchen, war nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit (s. hierzu andere
Dissertationen des Gesamtprojektes), so dass diesbeziiglich hier keine entsprechenden
Aussagen getroffen werden konnen.

Der Einsatz von rekombinanten humanen bone morphogenetic protein-2 (thBMP-2) als
Cagefiillung zur Erzielung einer cervicalen Spondylodese wurde jiingst bereits mehrfach
beschrieben (BRANDOFF et al., 2008; TUMIALAN et al., 2008; BURKUS et al., 2009).
Hervorgehoben wird in den Studien unter anderem die hohe Tendenz der Knochen-
neubildung, wie auch die kurze Zeitspanne, in welcher diese vonstatten geht.

Dennoch wird auch héufig von Nebenwirkungen wie postoperativer Schwellung und
Dysphagie berichtet (TUMIALAN und RODTS, 2007; VAIDYA et al., 2007).

Die Autoren weisen darauf hin, dass weitere Studien sowohl zur Uberpriifung der
positiven Eigenschaften als auch hinsichtlich der Nebenwirkungen vonnéten sind.
Diskussionspunkte sind die neben der optimalen Applikation und der Carriersysteme die
Dosis. Diese Aspekte sind entscheidend fiir die Sicherheit des Einsatzes von BMP-2
(MORGANS et al., 2007).

Die in der vorliegenden Arbeit verwandte neuartige Modifikation des BMP-2 wurde
bisher noch nicht als Cagefiillung zur Erzielung einer cervicalen kndchernen Fusion
eingesetzt.

Eine Aussage hinsichtlich moglicher Nebenwirkungen ist auf Grund der geringen Tierzahl
nicht moglich zu treffen.

Die Ergebnisse zeigten im Fall des Vergleiches des modifizierten TGplBMP-2 mit
Spongiosa als Interponat, dass erstgenannte Cagefiillung sich nicht ebenso gut hinsichtlich
des Haltens der Bandscheibenraumhdhe darstellte, wie ein mit autologer Spongiosa
gefiillter Cage.

Bezogen auf eine Anderung des Intervertebralwinkels stellte sich TGpIBMP-2 ebenso
wenig signifikant unterschiedlich von der Spongiosa dar, wie es auch im Fall der Band-
scheibenraumhéhen-Anderung war.

Auf Grund dieser Evaluation kann nicht nur ein iibereinstimmendes Ergebnis hinsichtlich
der untersuchten Parameter Bandscheibenraumhdhen- und Intervertebralwinkel-Anderung
verzeichnet werden, sondern auch die eindeutige Feststellung erhoben werden, dass
TGplIBPM-2 sich nicht ebenso gut wie autologe Spongiosa als Cageinterponat darstellt.

In der computertomographischen Auswertung stellte sich TGpIBMP-2 im Gesamt-
vergleich mit einer Knochendichte von 527,893 mg/cm® im Cagebereich als zweitbeste
Gruppe dar.

In Anbetracht dessen, dass sich dieses Fiillmaterial im Hinblick auf die anderen
Untersuchungsparameter, wie Bandscheibenraumhohen- und Intervertebralwinkel-
Anderung, nicht in demselben MaBe gut wie autologe Beckenkammspanspongiosa
darstellte und die Zahl der untersuchten Tiere von n = 8 eine geringe war, sind weitere
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Untersuchungen notwendig, um einen moglichen FEinsatz als Cagefiillung fiir die
Spondylodese zu iiberpriifen.

TGplBMP-2 zeigte im Fusionsscore dhnliche Ergebnisse wie autologe Spongiosa als
Cageinterponat und damit eine zum Zeitpunkt zwdlf Wochen post operationem fiir die
Spondylodese eines Halswirbelsdulensegmentes ausreichende Fusion.

Zusammenfassend ist auch fiir TGpIBMP-2 als Cageinterponat zu bemerken, dass die
Ergebnisse der einzelnen Untersuchungsparameter nicht insoliert betrachtet werden
diirfen. Uber die vorliegende Arbeit hinaus sollten fiir eine Beurteilung des Materials die
Ergebnisse der biomechanischen, histologischen und immunhistologischen Evaluation
beriicksichtigt werden. Zudem sind weitere Untersuchungen hinsichtlich der fiir eine mit
Sicherheit erfolgreiche Spondylodese optimalen Dosis des eingesetzten TGplBMP-2
erforderlich.
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5. SCHLUSSFOLGERUNG

Das von der ersten Hypothese geforderte Kriterium, die Bandscheibenraumhohe kdme
nach zwolf dem Zustand prae operationem néher als nach acht Wochen, konnte von allen
Gruppen, die TGplPTH1-34 in Kombination mit TricOs sowie von derjenigen, die
TGpIBMP-2 als Cageinterponat enthielten, erfiillt werden.

Bezogen auf den Intervertebralwinkel war ebenfalls festzustellen, dass dieser nach zwolf
demjenigen prae operationem ndher kam als nach acht Wochen. Somit kann auch
beziiglich des Intervertebralwinkels die erste Hypothese belegt werden.

Eine signifikante Unterscheidung von der Leercage-Gruppe, wie es die zweite Hypothese
forderte, konnten hinsichtlich der Bandscheibenraumhdhen-Anderung die Gruppen
aufweisen, welche als Cagefiillung eine TGplPTH1-34 - Konzentration von 0,7 mg/ml
bzw. 0,4 mg/ml in Kombination mit TricOs enthielten. In Bezug auf eine Intervertebral-
winkel-Anderung konnte die Anforderung der zweiten medizinischen Hypothese von
keiner Gruppe erfiillt werden.

Die von der dritten Hypothese geforderte Unterscheidung von der TricOs solo Gruppe,
konnten sowohl beziiglich der Bandscheibenraumhdhen-Anderung als auch derjenigen des
Intervertebralwinkels von den Gruppen mit der hdchsten bzw. der dritthdchsten
TGplPTH1-34 Konzentration (1,0 mg/ml (K1) bzw. 0,4 mg/ml (K3)), jeweils mit TricOs
kombiniert, erfiillt werden.

Alle Gruppen, die eine Konzentration von TGpIPTH1-34 mit TricOs kombiniert bzw.
TGpIBMP-2 enthielten sollten sich laut vierter medizinischer Hypothese nicht von
autologer Spongiosa als Cageinterponat unterscheiden. Dies war im Fall der
Bandscheibenraumhohen-Anderung fiir die erste, dritte und vierte Gruppe vorliegend,
bezogen auf die Anderung des Intervertebralwinkels fiir die zweite, dritte und vierte
Gruppe.

Damit erfiillte keine Gruppe gleichermaBlen die von der ersten, zweiten, dritten und
vierten Hypothese geforderten Kriterien fiir ein Cageinterponat.

Zusatzlich hitte sich eine Gruppe bezogen auf die Bandscheibenraumhdéhen- und Interver-
tebralwinkel-Anderung im Vergleich mit den anderen Gruppen, die TGplPTH1-34 in
Kombination mit TricOs erhielten, von allen signifikant unterschiedlich darstellen
miissen, wie es die flinfte Hypothese forderte. Dieses war jedoch nicht der Fall, damit
konnte ein Einfluss der Konzentration von TGpIPTH1-34 auf das Heilungsergebnis nicht
bestétigt werden.

Die hochsten Fusionsgrade wiesen sowohl rontgenologisch wie auch in der computer-
tomographischen Untersuchung die Gruppen welche Spongiosa und 0,7 mg/ml bzw.
0,4 mg/ml TGplPTH]1-34, letztere beiden in Kombination mit TricOs erhielten, auf.

Die niedrigsten Grade waren, wie erwartet, in der Leercage-Gruppe zu finden.

Beziiglich der gemessenen Knochendichte (BMD) wiesen im Allgemeinen der dritte wie
auch der vierte Cervicalwirbel wie erwartet die hochsten Dichten auf.

Im Bereich des Cages waren in den jeweils dem dritten bzw. vierten Wirbel zugewandten
Schnitt (CagelV + Cagelll) hohere Dichten zu verzeichnen als in den beiden zentral
gelegenen (Cagel + Cagell). In der detaillierten Betrachtung einer einzelnen Cageschicht
fiel auf, dass im Zentrum hohere Dichten als in der Umgebung des Cages zu finden waren.
Die histologischen Arbeiten, die nicht Gegenstand der Vorliegenden waren, geben Auf-
schluss dartiiber, ob es sich bei den gemessenen Dichten um neu gebildeten Knochen bzw.
Material bedingt falsch-positive Werte handelte.
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Insgesamt wies die Gruppe, welche 0,7 mg/ml TGplPTHI1-34 kombiniert mit TricOs
erhielt die hochsten Dichten auf, gefolgt von der TricOs solo- und der Spongiosa-Gruppe.
Auch in der Gesamtbewertung hinsichtlich der gemessenen Dichte bleibt die Uberpriifung
moglicher falsch-positiver Werte histologisch zu bedenken.

TGpIBMP-2 stellte sich in Bezug auf eine Anderung der Bandscheibenraumhohe und
einer solchen des Intervertebralwinkels nicht ebenso gut wie autologe Becken-
kammspanspongiosa als Cageinterponat dar, jedoch in der computertomographischen
Evaluation und hinsichtlich des Fusionsgrades. Allgemein kann auf Grund dieses
Ergebnisses die sechste medizinische Hypothese nicht bestétigt werden.

Der ermittelte Fusionsgrad fiir die Gruppe, welche TGplIBMP-2 als Cagefiillung erhielt,
war sowohl in der Rontgen- als auch der computertomographischen Untersuchung als
beginnend bis geringgradig einzuordnen. Damit lag diese Gruppe hinsichtlich des
Fusionsgrades im mittleren Feld der untersuchten Gruppen.

Bezogen auf die gemessenen Knochendichten (BMD) schloss TGpIBMP-2 als zweitbeste
ab.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Bislang wurde als ,,gold standard“ der autologe trikortikale Beckenkammspan als
Interponat bei der Spondylodese des cervicalen Wirbelsdulensegmentes nach anteriorer
Dekompression des Spinalkanals verwendet. Neben der hohen Erfolgsrate ist sein Einsatz
allerdings mit nicht unerheblichen unerwiinschten Nebenwirkungen wie einer hohen
Entnahmemorbiditit oder Sinterung assoziiert. Seit mehreren Jahren wird deshalb
vermehrt der Einsatz von Cages untersucht, wobei ebensolche metallischen Ursprungs zu
materialassoziierten Problemen fithren, wie unter anderem einer Artefaktbildung, welche
deren Evaluation mit Hilfe bildgebender Verfahren erschwert, sowie zu bisher
unbekannten Nebenwirkungen.

Der mit autologer Beckenkammspanspongiosa augmentierte Cage verbindet derzeit die
Vorteile des Abstandhalters und diejenigen des autologen Knochenmateriales
uniibertroffen. Allerdings bestehen weiterhin die mit einer Entnahme der Spongiosa
verbundenen Probleme.

Deshalb wurde in dieser in-vivo-Studie am Schafmodell die Spondylodese des
Halswirbelsdulensegmentes C3/C4 mittels eines Titan-Mesh-Cages im Boxdesign,
welcher mit verschiedenen Konzentrationen eines neuartig modifizierten Parathormons
(TGplPTHI1-34) in Kombination mit Hydroxylapatit/B-Tricalciumphosphat-Granula
(TricOs) bzw. mit einem in gleicher Art modifizierten bone morphogenetic protein-2
(TGpIBMP-2) gefiillt wurde, durchgefiihrt. An vierundsechzig Schafen wurde
standardisiert das Bandscheibenfach C3/C4 diskektomiert und der mit dem zu unter-
suchenden Material gefiillte SynCage C® implantiert. Die Tiere wurden prae und post
operationem sowie nach acht und zwolf Wochen gerdntgt und nach Ablauf der zwdlften
Woche euthanasiert. AnschlieBend wurde das herauspriparierte Wirbelsegment C3/C4
computertomographisch analysiert.

Anhand der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der SynCage C®, gefiillt mit
verschiedenen Konzentrationen TGplPTHI1-34 in Kombination mit TricOs bzw.
TGpIBMP-2 im Vergleich mit einem mit autologer Beckenkammspanspongiosa gefiillten
Cage nicht zur Spondylodese der Halswirbelsdule geeignet ist. In Abhéngigkeit des
jeweiligen Untersuchungsparameters waren fiir die gleiche Gruppe uneinheitliche
Ergebnisse zu ermitteln. Zum Untersuchungszeitpunkt von zwolf Wochen post
operationem kam es zwar bei einer Konzentration von 0,7 mg/ml bzw.
0,4 mg/ml TGpIPTH1-34 jeweils mit TricOs kombiniert zu dem bis zu diesem Zeitpunkt
gewiinschten Grad der kndchernen Fusion des Wirbelsdulensegmentes C3/C4, unter
Beriicksichtigung der iibrigen Untersuchung ist dieses Ergebnis fiir ein Cageinterponat
jedoch nicht zufriedenstellend. Die mittels computertomographischer Evaluation
ermittelte Knochendichte (BMD) ergab in den Gruppen in denen TricOs verwendet
wurde, unter Umsténden TricOs bedingt, falsch-positive Ergebnisse, dieses gilt es mittels
einer histologischen Zellidentifizierung, die nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit
war, zu Uberpriifen. Die Knochendichte derjenigen Gruppe, welche TGplBMP-2 als Cage-
fiilllung erhielt, ist zwar hinsichtlich einer Spondylodese durchaus ausreichend, jedoch
zeigte auch letztgenannte Gruppe, wie erstere, dass die Bandscheibenraumhdhe sowie der
Intervertebralwinkel nicht in der von einem Interponat verlangten Weise aufrecht gehalten
werden konnten.

Hinzu kamen in einigen Fillen Probleme wie ein Wandern des Implantates nach ventral.
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Zusammenfassend kann auf Grund der radiologischen Ergebnisse festgestellt werden, dass
der SynCage C® mit den untersuchten Materialien gefiillt nicht als Wirbelkorper-
interponat zur Spondylodese der cervicalen Wirbelsdule verwendet werden sollte.
Dennoch bleibt zu beriicksichtigen, dass die vorliegende Arbeit nur explorativen
Charakter besitzt und eine endgiiltige Aussage nur unter Hinzuziehen der
biomechanischen, histologischen und immunhistologischen Untersuchungen, welche nicht
Gegenstand dieser Arbeit waren, getroffen werden sollte.
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7. SUMMARY

Radiological evaluation of the osteointegration of various precasted Titan-Mesh-Cages
with combined osteoinductive and osteoconductive materials for the improvement of
spondylodesis in sheep spine

Hormons and growth factors have been proven to promote spine fusion. However, no
study with a local application of PTH1-34, nor BMP-2 in spinal fusion has yet been
performed. The purpose of this study was to compare the efficacy and safety of a new
modified PTH1-34 (TGplPTH1-34), combined with a hydroxy-B-tricalciumphosphate
granulate (TricOs), and BMP-2 (TGplBMP-2) with an autologous cancellous bone graft at
an early time point in a sheep cervical spine fusion model. Additional it should be
determined, whether there is a dose-dependent effect of TGpIPTH1-34 application on
intervertebral bone matrix formation in a sheep cervical spine fusion model. The
transferability of the new protein modifikation should be demonstrated on the basis of the
growth factor BMP-2.

Sixty-four sheep underwent C3/C4 discectomy and fusion. Stabilisation was performed
using a titanium mesh cage filled with 1.0 mg/ml TGplPTH1-34 in group 1 (n = 8),
0.7 mg/ml in group 2 (n = 8), 0.4 mg/ml in group 3 (n = §) and 0.2 mg/ml in group 4
(n =8), in all groups the TGpIPTH1-34 where combined with tricomponent Os (TricOs), a
certified bioceramic. These four groups as well as group 8, in which the cage was filled
with TGpIBMP-2, were compared with a cage filled with autologous cancellous bone
(group 7, n = 8). Group 5 and group 6, which content just the empty cage respectively
filled with TricOs were added as control groups.

Blood samples, body weight and temperature were analysed.

Radiographic scans were performed pre- and postoperatively as well as after eight and
twelve weeks. At the same time points, disc space height and intervertebral angle were
measured. After twelve weeks, the animals were killed and fusion sites were evaluated
using quantitative computed tomographic (CT) scans to assess bone mineral density.

In the present assignment it could be shown, that TGplPTH1-34, combined with TricOs,
nor TGpIBMP-2 is appropriate as cagefilling compared with autologous cancellous bone.
There was a fusion as estimated in group 2 and 3 (0.7 mg/ml respectively
0.4 mg/ml TGplPTH1-34 combined with TricOs) twelve weeks postoperatively, but
considering the other parameter, which were tested, the results are nonsatisfying.
However, the computed tomographic evaluation to assess bone mineral density could have
demonstrated false positive results for the groups which content TricOs. These should be
proven in histological testings, which was not matter of the present dissertation.

Referring to group 8, which contented TGplBMP-2, the bone mineral density was
adequate, though disc space height and intervertebral angle were insufficient.

Additional to that mentioned appraisals in some cases there was a migration of the implant
towards ventral.

Although these results are encouraging, safety issues of the modified PTH1-34 and
especially BMP-2 application for spinal fusion still have to be addressed.
The explorative character of the present assignment should be considered.
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