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1. Einleitung

1.1 Ziel der Dissertation

Ziel der Dissertation ist es, den Einfluss lokal applizierter Wachstumsfaktoren (IGF-I, TGF-
1 und BMP-2) im Muskelgewebe auf mogliche heterotope Ossifikationen und Bindegewebs-
reaktionen zu untersuchen. Im besonderen Mafle soll dabei das Einwachsverhalten der ver-
schiedenen Wachstumsfaktorenbeschichtungen, die in Vorarbeiten unterschiedliche Eigen-
schaften gezeigt haben, zum Zeitpunkt von 12 Wochen untersucht werden.

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine Kontrollstudie fiir die lokale Applikationsweise der
Wachstumsfaktoren (WFs) von PDLLA-beschichteten Implantaten mit dem Ziel, mogliche
negative Effekte der WFs im Weichteilgewebe unter Beriicksichtigung der lokalen Applika-
tionsweise zu untersuchen. Zusétzlich soll der osteoinduktive Charakter durch die lokale Ap-
plikation des Wachstumsfaktors BMP-2 von PDLLA-beschichteten Implantaten bezogen auf
die hier verwendete Dosis untersucht werden.

1.2 Hypothese der Dissertation

Die lokale Applikation der Wachstumsfaktoren IGF-1, TGF-$1 und BMP-2 von Poly (D,L-
Laktid)-beschichteten Titanimplantaten rufen durch das Einbringen in eine Muskeltasche
keine lokalen Nebenwirkungen im Gewebe hervor.

13 Hintergrund
1.3.1 Frakturheilung und neue Therapiekonzepte

Die Versorgung einer Fraktur ist Routine in der unfallchirurgischen und orthopédischen Pra-
xis. Das Ziel der Frakturbehandlung ist es die Kontinuitit des Knochens wiederherzustellen,
ohne dass eine Funktionseinschrankung bestehen bleibt.

Je nach Frakturart kommen konservative oder operative Therapiemafnahmen in Frage.

Im Rahmen der Knochenbruchheilung sind noch nicht alle Fragen geklirt, da die Frakturhei-
lung ein multifaktorielles Geschehen ist, an dem zahlreiche Zellregulationsmechanismen teil-
haben.

Durch das Trauma entstandene Defekte sind bei der Rekonstruktion hdufig mit lokalen und
auch systemischen Komplikationen verbunden. Die Fihigkeit, die Regulation des Zellverhal-
tens kontrollieren zu konnen, wiirde zur Optimierung der Therapiekonzepte beitragen. Des-
halb ist die Frakturheilung immer noch ein beliebter Gegenstand der Forschung.

1.3.1.1  Wachstumsfaktoren und ihre Rolle in der Fraktur- und Wundheilung

Bereits 1938 entdeckte Levander, dass ein Sdurealkoholextrakt aus Knochen und Kallusma-
terial, in den Muskel von Kaninchen appliziert, zur heterotopen Knorpel- und Knochenbil-
dung fiihrt. Fortan ging man davon aus, dass spezifisch knochenbildende Substanzen in der
Lage waren, auf nichtspezifisches Mesenchymgewebe Einfluss zu nehmen, um die Knochen-
regeneration auszulosen (Levander, 1938).



Moderne Gewinnungsmethoden (Befreiung von der extracelluliren Matrix und Reinigung),
insbesondere die DNA-Technologie, machten es in den letzten Jahrzehnten mdglich, zahl-
reiche Wachstumsfaktoren, wie BMP s, IGF-I und II, TGF-3s, platelet derived growth fac-
tors (PDGFs), basic fibroblast growth factors (bFGFs) sowie acidic fibroblast growth factors
(aFGFs), zu identifizieren.

Bei Wachstumsfaktoren handelt es sich um Polypeptide. Sie werden in geringen Konzentra-
tionen durch bestimmte Gewebe synthetisiert und agieren als lokale Regulatoren von Zell-
funktionen. Die meisten WFs werden als hochmolekulare Vorstufen durch Proteolyse gespal-
ten und produzieren aktive Faktoren mit einem geringen Molekulargewicht (MG).

Die Wirkungsmechanismen der WFs zur Regulation des Zellverhaltens erfolgen durch die
Bindung an ein groBes, WF-spezifisches, transmembrandses Rezeptormolekiil auf der Ober-
fliche der Zielzellen. Die Bindung des Zellsignalmolekiils (Liganden) an die extrazellulire
Domine des Rezeptors fiihrt zur Aktivierung der intrazelluliren Doméne, die die Proteinkina-
se in Gang setzt und schlieBlich zur Proteinsynthese fiihrt. Diese Proteine werden entweder
fiir zelleigene Prozesse genutzt, zu extrazelluliren Matrixproduktionen ausgeschleust oder fiir
andere Zellfunktionen eingesetzt (Trippel et al., 1996).

In mehreren Studien konnte fiir die Wachstumsfaktoren IGF-I, TGF-B1 und BMP-2 eine
Wirkung auf Knochenzellen, die Knochen- und Wundheilung, aber auch Einfliisse auf das
Muskelgewebe, sowie systemische Effekte gezeigt werden. (Mohan und Baylink, 1991; Sakai
et al., 1999; Hock et al., 1988; Fujimoto et al., 1999; Okubo et al., 2000; Singer et al., 1999;
Florini und Magri, 1989; Kratz et al., 1994; Liu et al., 2001; Mustoe et al., 1987;).
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1.3.1.1.1 TGF-p1

TGF-B1 ist Bestandteil der TGF-B-Superfamilie. Diese Superfamilie ist mittlerweile von ur-
spriinglich 4 Familien in 2 groen Unterfamilie zusammengefasst worden und zwar der Un-
terfamilie der TGF-B’s, Aktivin's, Nodal s und der Unterfamilic der BMP"s, Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren (GDFs), Miillerian Hemmsubstanzen (MIS) Unterfamilie. TGF-f3-
verwandte Proteine wurden in allen Wirbeltierarten, aber auch in der Fruchtfliege Drosophila
und in den Nematoden Caenorhabditis elegans gefunden (Piek und Roberts, 2001; Kingsley,
1994; Massagué, 1990). Alle Mitglieder der TGF-f3-Superfamilie werden als groBe Protein-
vorstufen synthetisiert. Diese Praproteine bestehen aus einem Signalpeptid, einer Vordomai-
ne unterschiedlicher Grof3e und einer Carboxyterminalregion, die aus 110 bis 140 Aminoséu-
ren gebildet wird. Nach der Abspaltung des Signalpeptids mittels Proteasen erfolgt die Dime-
risierung der Préproteine zu Proteindimeren, dessen Monomerketten iiber Disulfidbriicken
miteinander verbunden werden (Massagué, 1990; Derynck et al., 1985). TGF-f3 wird von den
meisten Zellen als biologisch inaktive Form, sogenannte latent TGF-fs, gebildet. Der latent
TGF-f-Komplex besteht aus dem aktiven TGF-3 Dimer, einem latent-assoziierten Peptid
(LAP) und dem latenten TGF-f3 Bindungsprotein. Die latenten TGF-3’s werden entweder in
Thrombozyten gelagert oder im Korper sekretiert. Die Aktivierung des latenten TGF-f-Kom-
plexes erfolgt entweder iiber zellassoziierte Membranrezeptoren, die Bindung an die Extrazel-
luldrmatrix, iiber unterschiedliche Proteasen oder zahlreiche Enzyme, die an die Extrazelluldr-
matrixproteine gebunden sind (Clark und Coker, 1998; Sporn und Roberts, 1990; Miyazono et
al., 1993). TGF-f kommt mit absteigender Reihenfolge im Organismus vor allem im Kno-
chen, den Thrombozyten (a-Granula) und im Serum vor und zwar iiberwiegend in nicht akti-
ver Form (Assoian et al., 1983; Wakefield et al., 1988; Sporn und Roberts, 1988; O Conner-
Mc Court und Wakefield, 1987) Die Carboxyterminalketten der TGF--Monomere enthalten
7 charakteristische Cysteine, die in den einzelnen Mitgliedern der TGF-f-Superfamilie ver-
schieden sind (Daopin et al., 1992).

Bei TGF-’s handelt es sich um ein 25 kDa schweres Homodimer, dessen Aminosiurese-
quenzen zu 60 - 80 % identisch sind (Solheim, 1998). Bisher wurden 5 Isoformen von TGF-3
identifiziert (Massagué, 1990). Dabei kommen die Isoformen TGF-f31-3 beim Saugetier vor
(Bonewald, 1999).

TGF-f ist ein prototypisches, multifunktionelles Zytokin, welches zahlreiche biologische Pro-
zesse im Organismus reguliert. Seine Aktivitit beinhaltet die Regulation des Wachstums und
der Differenzierung zahlreicher Zelltypen. Vor allem stimuliert TGF-B Zellen mesenchyma-
len Ursprungs und hemmt Zellen ektodermalen Ursprungs (Lind, 1996). Grundsatzlich ist
TGF-f verantwortlich fiir Regulation der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Zell-
migration, der Zellapoptose und des Stoffwechsels der Extrazelluldrmatrix (Massagué, 1990;
Sporn und Roberts, 1990; Kanaan und Kanaan, 2006).

TGF-f iibernimmt die Vermittlerrolle in zahlreichen Regulationsmechanismen der embryo-
nalen und adulten Genese, aber auch bei Entziindungs- und Heilungsprozessen, einschlielich
der Angiogenese, der Himatopoese, der neoplastischen Transformation und der Regulation
der Immunantwort. TGF-f zeigt sowohl autokrine als auch parakrine Effekte. Seine biologi-
schen Effekte werden durch Rezeptoren vermittelt (Roberts und Sporn, 1993; Kingsley, 1994;
Massagué, 1996; Yang et al., 2003; Lee et al., 2006; Clark und Coker, 1998).

TGF-3 kommt in der extracelluldren Matrix des Knochens und des Weichteilgewebes vor
(Sporn und Roberts, 1990; Centrella et al., 1991).
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Dieser WF spielt eine wichtige Rolle als Zellregulator bei der Weichteil- und Knochenrege-
neration und wird unter anderem durch die Thrombozytendegranulation, aktivierte Makro-
phagen sowie durch Bindegewebszellen freigesetzt (Assoian et al., 1983; Assoian und Sporn,
1986; Andrew, et al., 1993).

Mustoe et al. (1987) demonstrierten in ihrem Wundheilungsmodell der Ratte, dass durch eine
Einzelapplikation von TGF-f3 entlang der Incision ein Anstieg der maximalen Wundstabilitit
von 220 % nach fiinf Tagen erzielt wurde und dass es drei Tage nach Applikation der Wachs-
tumsfaktoren zur Beschleunigung der Wundheilungsrate gekommen war.

Robert et al. (1986) und Pierce et al. (1989) konnten zeigen, dass die exogene Applikaton von
TGF-f die Heilung forciert, indem sowohl die Bildung des Granulationsgewebes angeregt als
auch die Schnittwunde stabilisiert worden ist.

Anhand von weiteren Untersuchungen der normalen und verzdgerten Heilung konnte der
stimmulierende Effekt von TGF-f auf die kutane Wundheilung immer wieder dargestellt wer-
den (Beck et al., 1990; Beck et al., 1991; Ashcroft et a., 1999).

Allen und Boxhorn (1987) zeigten anhand von Primirkulturen der Ratten-Muskelzelllinien,
dass TGF-f auch einen gegenteiligen Effekt auf bestimmte Zelltypen ausiiben kann, indem es
die Proliferation und Differenzierung von Satellitenzellen nachweislich hemmt. Diese Ergeb-
nisse lassen sich sowohl auf unreife Muskelzellen wihrend der Entwicklung, als auch auf die
Muskelzellregeneration iibertragen. Auch andere Untersuchungen haben gezeigt, dass TGF-3
die Muskelzellbildung hemmt, so das keine Myotuben gebildet werden, die muskelspezifische
Proteinausschiittung gehemmt wird und auch die Kreatinkinaserezeptoren sowie die Acetyl-
cholinrezeptoren blockiert werden (Massagué et al., 1986; Olson et al., 1986; Florini et al.,
1986; Zhu et al., 2004; Liu und Derynck, 2004).

Hinsichtlich der Frakturheilung haben vor allem TGF-1 und TGF-2 besondere Aufmerk-
samkeit auf sich gezogen. Bei TGF-f handelt es sich um einen pleiotropischen WF, der in
erster Linie die Proliferation der undifferenzierten Mesenchymzellen und der Chondrozyten
sowie die Produktion der extrazelluliren Matrix wihrend der Chondrogenese und endochon-
dralen Knochenformation stimuliert (Tab. 1) (Barnes et al., 1999; Bolander, 1992; Bourque et
al, 1993; Joyce, 1990a).

Ebenso ist TGF-f in die normale Knochenformation und -resorption involviert. Da Osteo-
blasten die grote Anzahl von TGF-f3-Rezeptoren besitzen, sind sie in der Lage, TGF-3 zu
synthetisieren, die anschlieBend in der Knochenmatrix gespeichert wird. Damit stellt der Kno-
chen das groBte TGF-B-Reservoir im Korper dar (Barnes et al., 1999; Lind, 1996; Bonewald
und Mudy, 1990). In der Knochenmatrix befindet sich eine signifikante Hohe von latenten
TGF-B’s und nur eine geringe Menge biologisch aktiver TGF-’s (Dallas, et al., 1994).
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Tabelle 1: TGF 8 und seine Rolle in der Frakturheilung

Heilungsstadium Quelle, Lokalisation und Wirkung
Unmittelbare TGF-p Freigabe durch Thrombozyten und Entziindungszellen
Verletzungsantwort im Frakturhimatom

Stimulation der Mesenchymzellproliferation in der Kam-
biumschicht des Periosts
(Bolander, 1992; Bourque et al., 1993)

Intramembranose ~ TGF-f Lagerung in proliferierenden Mesenchymzellen, Osteo-

Ossifikation blastenlinien des neu gebildeten Knochens und der Kno-
chenmatrixformation

Chondrogenese TGF-P Lagerung in Mesenchymzellen, jungen und reifen Chon-
drozyten

Endochondrale TGF-p Lagerung in der Knochenmatrix rund um die hypertrophe

Ossifikation Chondrozyten (Joyce et al., 1990a)

Lagerung in den Chondrozyten an den Ecken der Ossifi-
kationsfronten (Bourque, et al., 1993)

In der ersten Phase der Frakturheilung wird TGF-f3 im harten Kallus immunolokalisiert. Das
ist der Ort der periostalen Proliferation und intramembrandsen Knochenformation, so dass
TGF- in erster Linie in die Stimulation der Proliferation der Vorosteoblasten involviert ist
(Joyce et al., 1990a). Das Auftreten von TGF-f1 im Periost wihrend der Frithphase der
Fraktur konnte an zahlreichen Séugetiermodellen sowie klinischen Studien am Menschen
bestitigt werden (Andrew et al., 1993a; Rosier et al., 1998). Anhand von Frakturmodellen
konnte gezeigt werden, dass TGF-f31 die Mesenchymzell- und Osteoblastenproliferation
erhoht (Beck et al., 1993; Bolander, 1992).

Grundsitzlich lasst sich sagen, dass die TGF-B-Expression wihrend der Chondrogenese und
der endochondralen Knochenformation hoch ist (Joyce et al., 1990b). Die Stimulation der
Knochenheilung durch TGF-f hingt von der orthotopen Applikation (z. B. subperiostale In-
jektion) ab (Tanaka et al., 1993).

Der klinische Einsatz in der Traumatologie gestaltet sich immer noch schwierig, da es nicht
gelang, einheitliche Bedingungen zu schaffen. Bisher waren entweder hiufige Dosen (Nielsen
et al., 1994; Lind et al., 1993) oder eine einmalige hohe Dosis (Critchlow et al., 1995) not-
wendig, um eine Wirkung zu induzieren. Dies ist fiir den klinischen Einsatz nicht praktikabel.
Ebenso gilt es fiir die klinische Anwendung unvorhersehbare Nebeneffekte auszuschlieBen
(Critchlow et al., 1995; Terrell et al., 1993).
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1.3.1.1.2 BMP-2

BMP’s bilden eine Unterfamilie der TGF-f3-Superfamilie. Urist entdeckte 1965, dass demi-
neralisierte Knochenmatrix (DBM) implantiert in eine Muskeltasche bei Ratten zu heteroto-
pen Ossifikationen fiihrt. Die Fihigkeit der demineralisierten Knochenmatrix, die Knochen-
bildung zu induzieren, schrieb Urist einem niedermolekularen Protein zu, das er als ,,Bone
morphogenetic protein“ (BMP) bezeichnete und immer noch diesen Namen trégt (Urist et al.,
1983). Wozney et al. (1988) waren die ersten, die die Aminosiduresequenzen des BMP’s ent-
schliisselten, was die Aufdeckung weiterer Isoformen ermdglichte. Weitere Mitglieder der
BMP-Unterfamilie sind die osteogenetic proteins (OPs), die cartilage-derived morphogenetic
proteins (CDMPs) und die growth and differentiation factors (GDFs). Bis heute sind mehr als
30 Isoformen der BMP s identifiziert und davon rund 20 charakterisiert worden (Ducy und
Karsenty, 2000; Chen et al., 2004).

Die BMP’s werden ebenfalls als grole Proteinvorstufe synthetisiert, die durch Proteolyse ge-
spalten werden, um schlieBlich ein aktives Proteindimer aus Carboxyterminalketten zu bilden.
Bei der BMP-Proteolyse bleiben in den Monomeren 7 Cysteine erhalten, die fiir eine korrekte
Faltung der Dimermolekiile wichtig sind. Es handelt sich um Homo- oder Heterodimere
BMP’s (Massagué, 1990; Wozney, 1992; Hogan, 1996; Wozney und Rosen, 1998). Thre Sig-
naltransduktion entspricht dem Mechanismus der TGF-f3-Superfamilie (Barnes et al., 1999;
Reddi, 1998).

Mit fortschreitender Forschung der BMP-Unterfamilie seit den 60er Jahren hat sich heraus-
gestellt, dass der Name ,, bone morphogenetic protein®, iniziiert durch seinen Entdecker Urist
(1965), doch irrefiihren sein kann. Bedenkt man, dass die BMPs eine Vielzahl unterschied-
lichster Zellprozesse, sowohl wihrend der Embryonalentwicklung als auch im adulten Lebe-
wesen, steuern. Diese Zellprozesse umfasst eine Vielzahl von Zellen, einschlieBlich der Os-
teoblasten und Chondrozyten und reichen vom Zellwachstum, der Apoptose, der Zellprolife-
ration, der Zelldifferenzierung und schlieBlich bis zur Morphogenese (Barnes et al., 1999;
Wozney, 1998). Bei Wirbeltieren sind die BMPs dariiber hinaus an der grundlegenden Ent-
wicklung des Korperbaus beteiligt. Das heift die BMP's wirken sowohl an der Gewebebil-
dung, der Organogenese (wie z. B. Nervensystem, Lunge, Niere, Gonaden, Gesichtsorgane)
als auch der Skelettentwicklung mit (Hogan, 1996; Wozney, 1998).

Beim Wirbeltier zihlt die Induktion der Knorpel- und Knochenbildung und die Unterstiitzung
des Muskelgewebes zu den Schliisselfunktionen des BMP’s (Kingsley, 1994; Wang et al.,
1990). BMP s sind die einzigen Wachstumsfaktoren, die die Differenzierung der mesenchy-
malen Stammzellen, ausgehend von Chondrozyten und Osteoblasten, stimulieren konnen
(Urist et al., 1983). Vor allem BMP-2 bis BMP-7 haben sich durch ihre Fahigkeit der Kno-
cheninduktion ausgezeichnet (Reddi und Cunningham, 1993). Bei der Frakturheilung spielen
vor allem BMP-2, BMP-3, BMP-4 und BMP-7 eine bedeutende Rolle, wihrend die anderen
Mitglieder der BMP-Unterfamilie keine osteoinduktive Wirkung gezeigt haben (Linkhart et
al., 1996; Trippel et al., 1996; Barnes et al., 1999). BMP wird sowohl in der Embryonalent-
wicklung der Knochenbildung als auch wihrend der Frithphase der Frakturheilung ausge-
schiittet (Tab. 2) (Bostrom, 1998; Bostrom et al.,1995; Nakase et al., 1994; Bolander, 1992;
Joyce et al., 1990a; Ishidou et al., 1995; Spector et al., 2001).
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Tabelle 2: BMP und seine Bedeutung in der Frakturheilung

Heilungsphase WF Quelle, Lokalisation und Wirkung
Unmittelbare BMP-2/-4 In Mesenchymzellen des Himatoms
Verletzungsantwort In der Kambiumschicht des Periosts des Frakturbereichs

(Bostrom et al., 1995; Nakase et al., 1994)

BMP-4 Ihre ,,messenger ribonucleid acid“ (mRNA) liegt in
Knochenvorliduferzellen des proliferierenden Periosts,
der Knochenmarkhdhle und den Muskeln nahe der
Fraktur (Bolander, 1992; Joyce et al., 1990a)

Intramembrandse BMP-2/-4 Im Osteoblastensaum 6 Tage nach der Fraktur

Ossifikaton -7

Chondrogenese BMP-2/-4 In chondroiden Vorlduferzellen (intensive Farbung, au-
-7 Ber BMP-7 schwach bis fehlend), die sich zu unreifen

Chondrozyten entwickeln und proliferierenden Chondro-
zyten (Bostrom et al., 1995; Ishidou et al., 1995)

Endochondrale BMP-2/-4 Im Osteoblastensaums (intensive intracelluldre Farbung)
Ossifikation der kalzifizierten Knorpelmatrix (Bostrom et al., 1995)

In den letzten Jahren wurde der Einsatz von BMP-2 in zahlreichen vorklinischen Studien am
adulten Sdugetiermodell getestet, die gezeigt haben das BMP die Knochenheilung positiv be-
einflusst (Welch et al., 1998; Wang et al., 1990; Murakami et al, 2003; Sumner et al., 2004;
Sachse et al, 2005; Eckardt et al., 2005; Chu et al., 2006; Faria et al., 2007; Milovancev et al.,
2007; Chu et al., 2007).

Es wurden auch zahlreiche sogenannte ,,critical-size* Defekte am langen Rohrenknochen un-
tersucht, da gerade diese Defekte ohne Uberbriickung durch osteoinduktive und osteokonduk-
tive Substanzen nicht vollstdndig und nur stark verzogert heilen konnen. Insbesondere GroB3-
tierstudien mit langen segmentalen Defekten unterstiitzten die Aussage, dass BMP-2 die Fa-
higkeit besitzt, Defekte zu iiberbriicken (Gerhart et al., 1993; Yasko et al., 1992; Zegzula et
al., 1997; Yoneda et al., 2005; Seeherman et al., 2006; Kirker-Head et al., 2007). Ebenso in
,wcritical-size® Craniumdefektmodellen hat thBMP-2 seine gute Osteoinduktion unter Beweis
stellen konnen (Sheehan et al., 2003; Hou et al., 2007b)

Undifferenzierte mesenchymale Zellen sind die Vorlduferzellen von Osteoblasten, Chondro-
zyten, Muskelzellen und Fettzellen (Taylor und Jones, 1979). Mesenchymzellen kommen so-
wohl im Muskelgewebe als auch Unterhautgewebe vor.

Yamaguchi et al. (1991) stellten fest, dass hBMP-2 nicht nur in der Lage ist aus Osteoblas-
tenvorlduferzellen reife Knochenzellen zu bilden, sondern auch die Muskelzelldifferenzie-
rung zu hemmen. Katagiri et al. (1994) berichteten, dass BMP-2 in der Lage ist Myoblasten in
Osteoblasten umzuwandeln, ohne dass diese Umwandlung vererbbar war. Diese fiihrt zu der
Annahme, dass hBMP-2 die Fihigkeit besitzen muf}, EinfluB3 auf die unreifen mesenchyma-
len Zellen zu nehmen, so dass diese sich zu Osteoblasten entwickeln. BMP-2 ist somit in der
Lage, auf die Differenzierungrichtung der mesenchymalen Zellen Einflul zu nehmen, um im
Muskel- und Unterhautgewebe eine Osteoinduktion auszuldsen.
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An zahlreichen ektopen Rattenmodellen im intramuskuléren und subkutanen Gewebe konnte
dieses osteoinduktive Potential von BMP-2 bestitigt werden (Oda et al., 1997; Yoshida et al.,
1998; Okubo et al., 2000; Nakagawa et al., 2001). Auch eine lokal applizierte perkutane
Injektion von thBMP-2 am Frakturheilungsmodel von Ratten und Hunden beschleunigt die
Frakturheilung (Einhorn et al., 2003, Edwards et al., 2004) Die intervertebrale, lumbale Spi-
nalfusion am Kaninchenmodell zeigte ebenso die positive Wirkung von BMP-2 auf das Kno-
chengewebe (Schimandle et al., 1995; Minamide et al., 1999; Ames et al., 2005; Kraiwattana-
pong et al., 2005).

Der Einsatz von BMP-2 fiir die Rekonstruktion und Uberbriickung maxillofacialer oder peri-
odontaler Defekte konnte am Saugetiermodell ebenfalls erfolgreich erprobt werden (Toriumi

et al., 1991; Boyne, 1996; Cochran et al., 1999; Ma et al., 2000; Boyne, 2001; Sykaras et al.,

2004; Weyer et al., 2007).

Die osteoinduktiven Fihigkeiten bei den meisten Wirbeltieren, die Knochenbildung zu indu-
zieren, haben dazu gefiihrt, dass BMP als therapeutisches Argens zur Herstellung von neuem
Knochenmaterial in der Behandlung von Verletzungen und Erkrankungen des Bewegungs-
apparates und in der Mundkiefergesichtschirurgie eingesetzt wird (Wozney und Rosen, 1998).
Insbesondere die ausgeprégte osteoinduktive Wirkung von BMP-2 und BMP-7 hat dazu bei-
getragen, dass diese beiden Wachstumsfaktoren in Europa fiir ausgewéhlte Indikationen in der
Orthopidie mittlerweile als Arzneimittel zugelassen worden sind (Granjeiro et al., 2005; Ter-
heyden und Becker, 2006)
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1.3.1.1.3 IGF-I

Die IGF’s, auch Somatomedine genannt, sind strukturhomolog zu Proinsulin und gehdren zur
Familie der Signalzellmolekiile (= Zytokine), die sowohl die Proliferation als auch die Diffe-
renzierung von Zellen regulieren. Rinderknecht und Humbel (1978) entdeckten die beiden Po-
lypeptide IGF-I und IGF-II auf der Basis ihrer insulindhnlichen Aktivitit, ihrer Growth hor-
mone-(GH)-abhédngigen Vermittlungsfihigkeit des Knochenwachstums und ihrer mitogeneti-
schen Eigenschaft. Die insulindhnliche Aktivitdt fithrte zunédchst zu ihrer Namensgebung ,, in-
sulin-like factor” (IF). Allerdings wurden sie in ,,insulin-like growth factor* (IGF-I und IGF-
IT) umbenannt, als sich herausstellte, dass ihre wachstumsfordernden Eigenschaften eine noch
groere Rolle spielten (Rinderknecht und Humbel, 1978; Klapper et al., 1983; Daughaday et
al.,1987).

Diese Polypeptide IGF-I (Somatomedine-C; 7,7 kDa, 70 AS + 3 Disulfidbriicken) und IGF-II
(SGF; 8,7 kDa; 67 AS + 3 Disulfidbriicken) werden durch zahlreiche Gewebezellarten ein-
schlieBlich dem Knochengewebe synthetisiert. Beide haben die gleichen biologischen Eigen-
schaften, jedoch IGF-I hat eine 4-7 mal hohere Potenz als IGF-II (Mc Carthy et al., 1989;
Lind, 1996; Mohan und Baylink, 1991; Trippel, 1998).

Die IGF-I-Synthese erfolgt vornehmlich iiber den endokrinen Steuerungsmechanismus von
GH. Wachstumshormone binden an GH-spezifischen transmembrandsen Rezeptormolekiilen
auf der Oberfldche der Zielzellen des Leber-, Knochen- und Knorpelgewebes und setzen die
intrazelluldre Kaskade der IGF-I-Produktion in Gang. Parakrine und autokrine Bildungsme-
chanismen unterschiedlicher Gewebezellarten besitzen ebenso die Fahigkeit zur IGF-Produk-
tion, wobei die Leber die Hauptproduktionsstitte der meisten freizirkulierenden IGF’s aus-
macht.

Die biologische Aktivitit der IGF’s wird durch Proteine gesteuert, die spezifisch an IGF’s
binden. Diese Bindungsproteine haben sowohl die Aufgabe als Tragerprotein zu dienen und
somit dessen Halbwertzeit im Organismus zu verldngern, als auch die Interaktion der IGF’s
mit ihren Rezeptoren zu steuern und dadurch ihre Zellaktivitit zu bestimmen, so dass sie aktiv
an der Zellregulation beteiligt sind (Jones und Clemmons, 1995; Mohan et al., 1989). Bisher
sind 9 verschiedene IGF-Binding-Proteine identifiziert worden, wovon 6 Bindungsproteine
reine IGF-abhéngige Zellaktivititen steuern, da sie eine hohe Affinitit zu IGF’s besitzen (Ra-
jaram et al., 1997; Kim et al., 1997; Wetterau et al., 1999). Davon wirken IGFBP-1, - 3 und -5
stimulierend und IGFBP-1 bis -4 und -6 hemmend auf die IGF-Aktivitéit (Jones und Clem-
mons, 1995; Kiepe et al., 2002; Kiepe et al., 2005).

Die Bedeutung von IGF-I und II fiir das Wachstum und die Entwicklung zahlreicher Gewebe
in der embryonalen und adulten Genese ist seit Jahren bekannt (Monzavi und Cohen, 2002).
IGF iibernimmt die Vermittlerrolle bei Reifungs- und Differenzierungsprozessen im Organis-
mus. Es ist zustidndig fiir die Stimulierung der Zellteilung und Matrixsynthese im Knochen,
Knorpel, kollagenen Bindegewebe und muskuldren Gewebe (Canalis, 1980; Abrahamsson et
al., 1991; Ewton et al., 1987), fiir die Proliferation und Differenzierung von Knorpelzellen,
Knochenvorlduferzellen, Knochenzellen, Muskelzellen, sowie fiir die Stimulation der Kolla-
gen Typ I-Expression (Mohan and Baylink, 1991; Canalis et al., 1993; Bellows et al., 2006;
Ciarmatori et al., 2007; Florini und Magri, 1989).

IGF’s sind die in der Knochenmatrix am meisten vorkommenden WFs (Linkhart et al., 1996),
daher spielen sie eine bedeutende Rolle in der Knochenentwicklung, im Wachstum und in der
Frakturheilung, wo es seine Hauptwirkung im Knorpel der Wachstumsplatte des Knochenge-
webes entfaltet (Andrew et al., 1993b; Lind, 1996; Bourque et al., 1993).
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IGF-I's sind an zahlreichen Regenerations- und Reparationskaskaden des Organismus betei-
ligt, unter anderem an der Regeneration des kollagenen Bindegewebes (Provenzano et al.
2007) des Muskelgewebes (Pierre et al., 1997; Menetrey et al., 2000; Musaro et al., 2004;
Philippou et al., 2007; Pelosi et al., 2007)) als auch von Knorpelgewebe (Nixon et al., 2000;
Jackson et al., 2001; Gill et al., 2005; Friesbie et al., 2006), der Reepithelisierung von
Wunden (IGF-I und in Verbindung mit IGFBP-1) (Kratz et al., 1994) und nicht zuletzt an der
Erho-hung des Wundgewebes mit Beschleunigung der Wundheilung (Sommer et al., 1991;
Suh et al., 1992; Yang et al., 2007).

Die Absicht der unfallchirurgischen Forschung ist es, regenerative Prozesse gezielt zu beein-
flussen und zu beschleunigen, wie das in zahlreichen Studien durch IGF-I gezeigt werden
konnte (Isgaard et al., 1986; Hock et al., 1988; Nilsson et al., 1987a; Thaller et al., 1993;
Boudignon et al., 2007), um im Rahmen der Wiederherstellung des geschiadigten Gewebes
eine verbesserte und kontrollierte Heilung zu erzielen. Diese Voraussetzung scheint IGF-I zu
erfiillen. Fiir einen unbedenklichen klinischen Finsatz in der Frakturheilung gilt es jedoch
noch die unvorhersehbaren Nebenwirkungen auszuschlieBen und auch die Frage der Dosis,
die den therapeutisch erwiinschten Effekt erzielt, zu ermitteln (Wilton, 1992; Nilsson et al.,
1987).
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1.3.2  Moglichkeiten der Applikation von Wachstumsfaktoren durch
Osteosynthesematerialien

Ziel der Frakturbehandlung ist die Wiederherstellung des Knochens. Die dabei oftmals ver-
wendeten Osteosynthesematerialien dienen wéhrend des Heilungszeitraums der Stabilisierung
der Knochen bis korpereigene Strukturen dies wieder selbst iibernehmen konnen. Wéhrend
dieses Heilungsprozesses sollen die verwendeten Materialien das natiirliche Gewebe mog-
lichst nicht negativ beeinflussen und die Nebenwirkungen durch das eingesetzte Material sol-
len nur minimal sein. Dazu gehort auch, dass die Entziindungsreaktionen so gering wie mog-
lich gehalten werden sollen. Das Ziel jeder Osteosynthese soll es sein, zu einer komplika-
tionslosen Heilung beizutragen und im bestmdglichsten Fall die Heilung zu beschleunigen.
Die Wahl der Osteosynthesematerialien spielt eine entscheidende Rolle fiir die Frakturhei-
lung. Heutzutage werden sowohl Stahl als auch Titanimplantate in der Osteosynthese verwen-
det.

Wiihrend der Heilung kommt es durch die Trigermaterialien zu einer Fremdkorperreaktion in
Form einer Fremdkorperkapselbildung. Die beiden Tragermaterialien Stahl und Titan zeigen
dabei ein dhnlich reaktionsarmes Einwachsverhalten im Gewebe, indem es lediglich zu einer
milden Fremdkorperreaktion kommt, gekennzeichnet durch fibrindses Bindegewebe und Ma-
krophageninfiltrationen (Voggenreiter et al., 2003). Auch in anderen Studien konnte ein dhn-
lich gleichwertiges, reaktionsarmes Einwachsverhalten beider Trigermaterialien beobachtet
werden (Torgersen, et al., 1995a; Torgersen et al., 1995b; Nazzal et al., 2006)

Die Frakturheilung ist ein multifaktorielles Geschehen an dem zahlreiche Zellregulationsme-
chanismen teilhaben, die unter anderem durch Wachstumsfaktoren induziert, beeinflusst und
gesteuert werden.

An zahlreichen Tiermodellen konnten die osteokonduktiven und -induktiven Eigenschaften
von WFs auf die Frakturheilung aufgezeigt werden (Lieberman et al., 2002; Blumenfeld et al.,
2002; Srouji et al., 2004; Wong et al., 2003; Boyne et al., 2006).

Diese positiven Eigenschaften der WFs wollte man fiir die Frakturheilung nutzen und suchte
nach einer geeigneten Applikationsform, um sowohl die stabilisierenden Eigenschaften der
Osteosynthesematerialien als auch die osteokonduktiven und -induktiven Eigenschaften der
WFs miteinander kombinieren zu kdnnen. Aus diesem Grund war es notwendig, einen opti-
malen Wirkstofftriger fiir WFs zu finden.

1.3.2.1 Anforderungen an Wirkstofftriger fiir Wachstumsfaktoren

Die Vielzahl der Tragermaterialien in Kombination mit den verschiedenen vorklinischen Mo-
dellsystemen und die unterschiedliche Tréigeraffinitit zu den jeweiligen WFs machten es bis-
her schwierig, die Trigervorziige im einzelnen festzulegen (Hollinger und Leong, 1996; Winn
et al., 1999).

Um als Wirkstofftrager fiir Arzneimittel dienen zu konnen, miissen Carriers bestimmte Krite-
rien im ausreichenden Mafe erfiillen. Es gilt vor allem, negative Effekte auszuschlieB3en, die
durch die Trigerstoffe ausgelost werden konnen. Die verwendeten Osteosynthesematerialien
haben grundsitzlich frei von toxischen und mutagenen Effekten zu sein.
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Sie sollen auch keine nachteiligen Entziindungsreaktionen hervorrufen, keine Fremdkorper-
reaktionen, weder karzinogen noch teratogen sein, keine Allergien verursachen oder Hyper-
sensibilititen auslosen oder gar das Komplimentsymstem des Immunsystems aktivieren
(Lyman, 1966; Bostman und Pihlajamiki, 2000).

Die Wahl des Wirkstofftragers spielt eine entscheidende Rolle fiir die Wirkung der WFs im
implantierten Gewebe, da diese die Freisetzungskinetik beeinflussen und somit zur optimalen
Wirkstofffreisetzung beitragen konnen (Winn et al., 1999).

Erst eine kontinuierliche Freigabe des Wachstumsfaktors sorgt fiir eine gleichméBige Wir-
kungsentfaltung im umliegenden Gewebe und reduziert somit lokale Nebeneffekte, wie aller-
gische Reaktionen oder heterotope Ossifikationen, die durch einmalig erhdhte Freigaben aus-
gelost werden konnen. Auch die direkte lokale Applikation von WFs ist mit erheblichen lo-
kalen Nebenwirkungen verbunden, die nicht zu einer komplikationsfreien Heilung beitragen.
Critchlow et al. (1995) beschreiben, dass durch die direkte lokale Injektion von TGF-f in das
Frakturgebiet groBflichige Bindegewebsbildungen und Odematisierung der Einstichstelle her-
vorgerufen werden.

Die Verwendung von osmotischen Minipumpen, die iiber einen Katheter in der Femuralarte-
rie die WFs direkt am gewiinschten Einsatzort applizieren, stellt eine Eintrittspforte fiir
Krankheitserreger dar und bedeutet fiir den Patienten eine zusitzliche Belastung, die nicht
notwendig ist (Nilsson et al., 1987). Der Ausschluss chronischer Entziindungsreaktionen
durch die Trigermaterialien muss ebenso gewéhrleistet sein (Pinholt et al., 1992).

Auch die durch manche Kollagene und ihre Derivate hervorgerufenen Immunantworten durch
korperfremde Eiweile und damit verbundene AbstoBungsreaktionen, sowie die Gefahr der
Ubertragung pathogener Keime, sind fiir den klinischen Einsatz unbedingt auszuschlieBen
(Takaoka et al., 1991).

Die Bioresorbierbarkeit der Trigermaterialien muss fiir eine komplikationslose Heilung sor-
gen (Urist et al., 1987). Triagermaterialien diirfen die Osteoinduktion und Osteokonduktion,
die fiir die Frakturheilung von groer Wichtigkeit sind, nicht hemmen (Solheim et al., 1992).
Zu einem optimalen Wirkstofftrager gehort auch eine hohe mechanische Stabilitit, um den
Einbringungsvorgingen der Implantate in den Knochen zu widerstehen (Schmidmaier et al.,
2001b). Eine insgesamt leichte Handhabung des Wirkstofftrigers beziiglich der Herstellung
und spiteren Anwendung spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle.

In Zukunft wird die Entwicklung neuer Behandlungsmethoden maB3geblich durch den Kosten-
Nutzen-Faktor bestimmt werden. Das Ziel wird es daher auch hierbei sein, fiir den klinischen
Einsatz einen kostengiinstigen Triger zu entwickeln, der sowohl in der Herstellung als auch in
der Anwendung zukiinftig allen Kriterien gerecht wird.
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1.3.3 Biodegradierbare Materialien in der Knochenheilung

Osteokonduktive Biomaterialen, wie Kollagenschwidmme, demineralisierte Knochenmatrix,
Keramiken und synthetische Polymere, zihlen zu den ersten Materialien, die auf der Suche
nach den optimalen Wirkstofftragern auf ihre Implantathaftung und Freisetzungskinetik er-
probt worden sind (Winn et al., 1999; Hollinger und Leong, 1996; Agrawal et al., 1997).

Als Leitmaterial fiir die gerichtete Knochenneubildung haben sich resorbierbare Materialien
sowohl experimentell wie auch im klinischen Einsatz im Bereich der Zahnheilkunde und Im-
plantologie als gleichwertig zu nicht resorbierbaren Materialien erwiesen (Van der Elst et al.,
1995; Pieper et al., 2002).

Diese genannten Vorziige haben dazu gefiihrt, dass bereits seit Mitte der achtziger Jahre
synthetische Polymere fiir die Stabilisierung von Frakturen in Form von Schrauben und
Platten in der Unfallchirurgie und Orthopidie eingesetzt werden (Rokkanen et al., 1985;
Leenslag et al., 1987; Kulkarni et al., 1966).

1.3.3.1 Biodegradierbare Polymere als Triagerstoffe fiir Wachstumsfaktoren

Zu den wichtigsten Polymeren in der Implantatchirurgie zihlen die Poly(c-Hydroxyséuren).
Das sind hauptsichlich die Polylactide (PLA), die Polyglycolide (PGA), die Copolymere aus
L- Laktiden (PLLA), L/DL-Laktiden (PLL/DLLA), DL-Laktide (PDLLA), die Copolymere
aus Glycoliden (PLGA), das Polydioxanon (PDS), die Polyhydroxybuttersdure (PHB), die Po-
lyorthoester (POE), die Trimethylencarbonate und die e-Caprolaktone (Claes und Ignatius,
2002; Gogolewski, 2000).

Degradierbare Polymere stellen eine wertvolle Quelle der Biomaterialien dar. Dieses Material
erfiillt die hohen Anforderungen in Bezug auf temporére Stabilitit, Gewebekompatibilitit und
Resorption. Es ermdglicht eine problemlose Osteointegration und Osteokonduktion bei der
Knochendefektheilung und besitzen die Fihigkeit im Gegensatz zu manch anderen Biomate-
rialien, aufgebrachte WFs kontinuierlich freisetzen zu konnen, je nach Trigereigenschaft
(Winn et al., 1999).

Schmidmaier et al. (2001b) hatten sich mit der Entwicklung eines biodegradierbaren Poly
(D,L-Laktids) beschiftigt, das eine kontinuierliche Freigabe von Wachstumsfaktoren garan-
tiert. Es zeichnet sich durch besonders hohe mechanische Stabilitét aus, so dass es sehr gut als
Tréagerstoff fiir WFs dienen kann.

1.3.3.2 PDLLA

Bei dem Polymer Poly (D,L-Laktid) handelt es sich um aliphatische Polyester der Poly (c-
Hydroxysidure), die im Rahmen der Degradation zu Monomersiuren, CO2 und Wasser ge-
spalten werden. Diese Degradationsendprodukte werden iiber die Atemwege und die Niere
schlieBlich ausgeschieden (Gogolewski, 2000). Sowohl in tierexperimentellen Studien als
auch in der klinischen Anwendungen konnte gezeigt werden, dass biodegradierbare Materia-
lien auf der Basis von Poly (D,L-Laktid) eine giinstige Biokompatibilitit besitzen (Majola et
al., 1991; Rokkanen et al., 2000).
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Allgemein ldsst sich sagen, dass die Biokompatibilitit stark vom Degradationsverhalten der
synthetischen Polymere abhéngig ist. Die Degradationseigenschaften und damit auch die Ab-
baugeschwindigkeit werden bestimmt durch das Molekulargewicht der Polymere, die Kristal-
linitdt des Materials, seine Implantatgeometrie (Groe und Form), seine Implantatbeschaf-
fenheit (Pordsitit), das Gewebemilieu und schlieBlich auch durch die Polymerherstellung und
-sterilisation (Yamazaki et al., 1996; Bostman und Pihlajamiki, 2000).

Die Gewebsreaktionen ausgeldst durch resorbierbare Polymerimplantate sind abhidngig von
der chemischen Zusammensetzung des Implantatmaterials, der Degradationsgeschwindigkeit
und der Toxizitit des verwendeten Polymers. Ebenso spielen physikalischen Faktoren, wie
seine Form, seine physikalischen Struktur, sein Gewicht, der Stress auf der Implantationsseite
und auch die Mikromotion auf der Implantatoberfldche eine entscheidende Rolle fiir die Ge-
websreaktion (Gogolewski, 2000).

Schnell degradierbare Polymere fiihren zu einer stirkeren Gewebsreaktion im Weichteilge-
webe, indem es zur Bildung einer Fremdkorperkapsel kommt, die gekennzeichnet ist durch
mononukledre Zellen, polynukledre Leukozyten und Lymphozyten, zufillige Riesenzellen
und Fibrozyten. Auf einer spiteren Stufe der Degradation finden sich Histiozyten, grof3e,
multinukledre Riesenzellen, Makrophagen und Fettzellen vor.

Wihrend die Weichteilreaktionen bei langsam degradierbaren Polymeren, wie den Polylak-
tiden mild sind. Dessen Fremdkorperkapseln weisen nach subkutaner Implantation im Lang-
zeiteffekt lediglich Fibroblasten, Histiozyten, Fremdkorperriesenzellen und Makrophagen oh-
ne lymphozytire oder plamsazytire Infiltration auf (Matlaga und Salthouse, 1983; Cutright
und Hunsuck, 1971).

Weiler et al. (1996) konnten in PGA-Implantaten auftretende Osteolysen und protahierende
Entziindungsreaktionen beobachten, die bei PDLLA-Implantaten nicht auftraten. Aufgrund
gehiufter negativer Berichte im Zusammenhang mit PGA Implantaten, dessen Fremdkdorper-
reaktion von klinsch stummen osteolytischen Verdnderungen bis hin zu intensiven entziind-
lichen Weichteilverdnderungen reichten (Bostman, 1992; Bostman, 1991; Hoffman et al.,
1989), wurde besonders auB3erhalb Deutschlands vermehrt auf den Einsatz von Polylaktid
(PLA) iibergegangen (Hoffman et al., 1997).

Insbesondere im Bereich des Knochens zeigt PDLLA eine ausgezeichnete Osteokonduktivitét
(Hasegawa et al., 2002; Schmidmaier et al., 2000; Wildemann et al., 2004; Wildemann et al.,
2005). Im Fall der Defektfiillung gewéhrleistet die Abbaukinetik von Poly (D,L-Laktid) eine
ausreichende Stabilitét fiir die Zeit der Neubildung korpereigenen Gewebes. Gegeniiber den
klinisch ebenfalls gebrauchlichen Glycolsidure-Polymeren (PGA) zeichnet es sich durch eine
langsamere Abbaukinetik und giinstigere und deutlich hohere Biokompatibilitét aus. Diese Ei-
genschaft ist gekoppelt an eine hohe mechanische Festigkeit, was PDLLA-Implantate fiir die
Wiederherstellung des Knochens in mechanisch stark belasteten Regionen interessant macht.

In der von Schmidmaier et al. (1997) entwickelten Beschichtung fiir Osteosynthesemateria-
lien wurden die Wachstumsfaktoren IGF-I und TGF-f1 in Kombination und einzeln eingear-
beitet, um die Wirkung von biologisch aktiven Implantaten auf die Frakturheilung bei der
Ratte zu testen. Diese Implantate wurden den Tieren zur Stabilisierung von Tibiaschaftfrak-
turen eingebracht und deren Einfluss auf die Heilung anhand biomechanischer und histologi-
scher Untersuchungen nach jeweils 4 und 6 Wochen und immunhistologischer Analysen nach
5, 10 und 15 Tagen ausgewertet.
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In der biomechanischen Testung und anhand der histologischen Ergebnisse zeigte sich ein
positiver Effekt auf die Frakturheilung durch die bioaktiven Implantate (Schmidmaier et al.,
2001a). Dieser positive Effekt konnte auch in weiteren Studien immer wieder bestitigt wer-
den (Schmidmaier et al., 2003; Wildemann et al., 2004b; Schmidmaier et al., 2006)

In einer weiteren tierexperimentellen Studie wurde mit BMP-2 iiberzogene Titanimplantate
eingesetzt, die nicht nur eine Beschleunigung der Frakturheilung hervorriefen, sondern sich
auch durch erhohte osteoinduktive Resultate auszeichneten (Schmidmaier et al., 2002a).

In den letzten Jahren haben sich im klinischen Einsatz langsam degradierbare Polymere, wie

PDLLA, durchgesetzt, da sie eine hohere mechanische Steifigkeit aufweisen, so dass sie fiir
mechanisch stark belastete Frakturheilungen verwendet werden konnen (Al-Sukhun et al.,

2006; Landes et al., 2006). Ebenso hat der Einsatz von PDLLA als Wirkstofftrager Einzug in

die unfallchirurgische Praxis gehalten und sich hierbei als vorteilhaft erwiesen (Gopferich,
1998; Stahelin et al., 1997).
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14 Problemstellung

In dieser Studie soll die lokale Applikation der Wachstumsfaktoren IGF-1, TGF-f31 und
BMP-2 von Poly (D,L-Laktid)-beschichteten Titanimplantaten durch das Einbringen in eine
Muskeltasche auf mogliche heterotope Ossifikationen und Bindegewebsreaktionen untersucht
werden. Anhand der Parameter Blutbild, Gewicht und Temperatur, die keine Anderungen auf-
wiesen, konnte in Vorarbeiten gezeigt werden, dass die lokale Applikation der WFs (IGF-I,
TGF-B1 und BMP-2) von Poly (D,L-Laktid)-beschichteten Implantaten keine unerwiinschten
systemischen Nebenwirkungen unter lokaler WFs-Gabe hervorrufen (Schmidmaier et al.,
2000; Schmidmaier et al., 2001a). Basierend auf diesen Ergebnissen war in dieser Studie da-
von auszugehen, dass aufgrund der lokalen Applikation der WFs und der somit auf den Ge-
samtorganismus bezogenen sehr geringen Konzentration systemisch auch hier keine uner-
wiinschten Effekte auftreten wiirden.

Die Anwendung neuer Methoden in der Frakturbehandlung setzt voraus, dass sowohl syste-
mische als auch lokale Nebeneffekte bei der Durchfiihrung von Therapiemaflnahmen mit
groftmoglicher Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen sind. Aus diesem Grund stellte die Unter-
suchung der lokalen Nebenwirkungen im Weichteilgewebe einen wichtigen Sicherheitsas-
pekt fiir den klinischen Einsatz dieser Technik dar. In den bisher veroffentlichen Studien wur-
den bei der Applikation der WFs IGF-I und TGF-B1 keine Untersuchungen zu gegebenfalls
heterotopen Ossifikationen und Bindegewebsreaktionen durchgefiihrt. Uber die Auswirkun-
gen der lokalen Applikation von WFs im Weichteilgewebe in dieser Form ist deshalb noch
nichts bekannt.

Aus den Studien von Wilton (1992) geht allerdings hervor, dass die systemische Applikation
von IGF-I bei Kindern mit Wachstumshormon-Defizit zahlreiche metabolische Reaktionen
(Blutparameteranstieg von IGF-I, Kaliumabfall, Hypoglykdmie und die positive Beeinflus-
sung des Linearwachstums) hervorruft. Auch die lokale und systemische TGF-B1 Applikation
am Rattenmodell weist Verdnderungen in zahlreichen Organen (Leber, Knochen, Niere, Herz,
Thymus, Pankreas, Caecum, Skelettmuskel) auf (Terrell et al., 1993). Dariiber hinaus ist be-
kannt, dass BMP bei intra- und intermuskuldrer Gabe zu Verkndcherungen im Muskelgewebe
fithrt (Urist, 1965).

Das Ziel dieser Arbeit soll es daher sein, heterotope Ossifikationen und Bindegewebsreaktio-
nen im Muskelgewebe durch die lokale Applikation der WFs (IGF-I, TGF-1, BMP-2) von
PDLLA-beschichteten Titanimplantaten am Schafsmodell anhand der Radiologie, Fluoro-
chrommarkierung und Histologie zu analysieren. Im besonderen Maf3e sollen dabei das Fin-
wachsverhalten der Wachstumsfaktorenbeschichtungen zum Zeitpunkt von 12 Wochen unter-
sucht werden mit Hilfe der radiologischen und histologischen Auswertungensmethoden, die
in Vorarbeiten differente Eigenschaften gezeigt haben.

Diese Arbeit stellt eine Kontrollstudie fiir die lokale Applikationsweise der WFs von PDLLA-
beschichteten Implantaten dar und untersucht mogliche negative Effekte der WFs im Weich-
teilgewebe unter Beriicksichtigung der lokalen Applikationsweise. Zusétzlich soll der osteoin-
duktive Charakter durch die lokale Applikation des Wachstumsfaktors BMP-2 von PDLLA-
beschichteten Implantaten bezogen auf die hier verwendete Dosis getestet und ausgewertet
werden.
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2. Material und Methode

2.1 Implantate

Fiir diese Versuche wurden speziell angefertigte Titan-Plattchen (Synthes, USA; s. Abb. 1
und 2) mit einem Durchmesser von 0,5 cm und einer Hohe von 0,1 cm verwendet. In der
Unfallchirurgie und Orthopidie wird dieses Implantatmaterial routineméBig seit Jahren
eingesetzt.

Abb.1: Unbeschichtete Seite ADbb. 2: Beschichtete Seite

Auf der unbeschichteten Seite wurden die Plittchen mit einer Einkerbung versehen. Diese
Kennzeichnung stellte sicher, dass immer die unbeschichtete Seite lateral weisend in den
Muskel eingebracht werden konnte. Dariiber hinaus garantierte diese einfache Methode, dass
die beschichtete Seite immer medial weisend in den Muskel implatiert wurde, damit diese in
jedem Fall mit einer groBBeren Kontaktfliche zum Muskulgewebe einwachsen konnte, was ei-
ner standarisierten Untersuchung zu gute kam. Diese Orientierungshilfe war auch fiir die his-
tologische Aufarbeitung der Priparate von groler Wichtigkeit.

2.1.1 Beschichtung und Wachstumsfaktoren

2.1.1.1 Beschichtungssubstanzen

Poly(D,L-Laktid): MG 30.000 Da (Boehringer Ingelheim, Deutschl.)
Rh IGF-1 : 5 % w/w PDLLA 50 ug /Pléttchen

Rh TGF-81: 1 % w/w PDLLA 10 ug/ Pléttchen
(R & D- Systems, Deutschland)

Rh BMP-2: 5 % w/w PDLLA = 50 ug/Plittchen
(Osteogenetics GmbH Wiirzburg, Deutschland)

CHCls: 1,5 ml Trichlormethan = Chloroform (Losungsmittel)
(Merk, Darmstadt, Deutschland)
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2.1.1.2 Material und Geriite

Material

Titan-Implantate (Synthes, USA)
Eppendorf-Réhrchen (Eppendorf, Deutschland)
Pipettenspitzen, gelb (Eppendorf, Deutschland)

Spritze, 5 ml (Braun Melsungen AG, Deutschland)

Injektionskaniile 20 G gelb, lang (Braun Melsungen AG, Deutschland)
Sterilfilter-Minisart (16sungs-

mittelstabil, PorengroBe: 0,2 um)  (Sartorius, Deutschland)

Einweghandschuhe, steril (Semperit Technische Prod.GmbH&Co KG, Osterr.)
Einwegverpackung, steril

Multituch blau, steril

Gerite
Sicherheitswerkbank KI. Il Typ4  (Hereus, Deutschland)
Pipettiergerit (Eppendorf, Deutschland)

2.1.1.3  Durchfiihrung

Es handelte sich hier um eine Kaltiiberzugstechnik, die unter sterilen Bedingungen durchge-
fiihrt wurde. Bei diesem Verfahren werden die o. g. Beschichtungsmaterialien durch Chloro-
form in Losung gebracht, wobei die Beschichtung anschlieBend durch das Verdampfen des
Chloroforms stabil an der Titanoberfldche haftet.

Zu diesem Zweck wurde PDLLA (100 mg) in Chloroformldsung (1,5 ml) bei Raumtempera-
tur aufgelost und anschlieBend diese Losung steril filtriert. Sterile lyophilisierte Wachstums-
faktoren wurden der PDLLA/Chloroform-Ldsung sodann beigemengt, um die gewiinschte
Konzentration zu erhalten. Die Beschichtung der Implantate erfolgte durch zweimaliges Auf-
tragen mit einer Pipette. AnschlieBend wurde die Beschichtung etwa 30 Minuten lang getrok-
knet und im Anschluss steril verpackt. Die Gesamtmenge, die auf ein Titanimplantat pipettiert
wurde, betrug 15 ul.

2.2 Tiermodell

2.2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fiir die Untersuchungen wurden 12 weibliche Merino-Mix Schafe (2 Jahre alt, 70 kg LM (Le-
bendmasse); Ziichter: Hans Nesges, Brandenburger Lammbhof, Deutschland) verwendet. Aus
Quarantineiiberlegungen wurden die Tiere drei Wochen vor Versuchsbeginn in geschlosse-
nen Stallungen der Auenanlagen der Tierexperimentellen Einrichtung des Campus Virchow
Klinikum untergebracht und schlielich fiir den Eingriff in Stallungen der Tierexperimentel-
len Einrichtung am Campus vor Ort iiberfiihrt.

TIhrer Art entsprechend wurden sie in kleinen Gruppen gehalten, auf Stroh aufgestallt und
sowohl mit Rau- als auch Grundfutter (Meyer et al., 1993) ad libidum ernéhrt. Der Fliissig-
keitsbedarf war durch elektrische Trinken bzw. durch Trinkwasserbehilter sichergestellt.
Sobald die Wundheilung abgeschlossen war, wurden die Tiere in Au3enanlagen der Tier-
experimentellen Einrichtung, Campus Virchow Klinikum, mit {iberwiegender Weidehaltung
verlegt.
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2.2.2 Versuchstierbetreuung

Noch vor der QuarantinemaBBnahme wurde bei jedem Tier der Gesundheitszustand iiberpriift
und insbesondere etwaige Infektionskrankheit ausgeschlossen. Die Tiere wurden gewogen
und die innere Korpertemperatur gemessen. Um ein gegebenenfalls gravides Tier zu entdek-
ken, wurden die Schafe zweimal im Abstand von einer Woche sonographiert. Zusatzlich wur-
de ein luteolytisches Medikament (Pronilen: 0,5 ml i. m.) appliziert, so dass eine iibersehene
Frucht im ersten Drittel der Trichtigkeit ausgetrieben werden konnte.

Um den Gesundheitsstatus der Tiere zu stabilisieren, wurde jedem Schaf eine Eingangsmedi-
kation mit einem Paraimmuninducer (Baypamun; 2 ml s. c. - Inmunabwehrerhdhung) und ei-
nem Breitbandanthelmintikum (Ivomec, 2 ml s. c.) appliziert. Wéahrend der Dauer der Versu-
che wurde der Gesundheitsstatus der Tiere regelmifig untersucht. Die Wundheilung, die Er-
holungsdauer und das Allgemeinbefinden wurden in Augenschein genommen.

223 Implantationsort der Titanplittchen - eine anatomisch-morphologische Dar-
stellung des M. sternocleidomastoideus vom Schaf

Den Tieren wurden 4 Implantate mittels stumpfer Incision in den M. sternomastoideus (Anteil
des M. sternocleidomastoideus) eingesetzt. Der M. sternocleidomastoideus besteht bei unse-
ren Haussdugetierarten aus 2 selbststindigen Muskeln und zwar dem M. sternocephalicus und
dem M. brachiocephalicus. Die kopfseitigen Ansatzstellen variieren tierartlich, wobei die Ein-
zelanteile je nach den Insertionsstellen besonders benannt sind.

Somit besteht beim Schaf der M. sternocephalicus aus dem M. sternomastoideus (a) und der
M. brachiocephalicus (Abb. 3: b, b”™’, ¢) wird aus dem M. cleidomastoideus (b), dem
M. cleidooccipitale (b”") und dem M. cleidobbrachialis (c) (Nickel et al., 1992) gebildet.

Abb. 3: M. sternocleidomstoideus = a: M. sternomastoideus;
b: M. cleidomastoideus; b”": M. cleidooccipitales ;
c: M. cleidobrachialis (Ellenberger et al., 1943, modi-
fiziert)

Nach einer Standzeit von 12 Wochen wurden die Tiere getotet und der Muskel zur radiologi-
schen und histologischen Aufarbeitung der Préparate entnommen. Die Eingriffe am Tier wur-
den im Zusammenhang mit dem Versuch G0110/00 (Bio-Cage II) und G0282/00 (Bio-Cage
III) von Dr. med. Kandziora, Unfall- und Wiederherstellungschirurgie, durchgefiihrt und sind
unter oben genannter Versuchsnummer vom Landesamt fiir Gesundheit und technische Si-
cherheit Berlin genehmigt worden.
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23 Gruppenplan
Folgende Gruppen wurden untersucht (s. Tab. 3):

Tabelle 3:  Gruppeneinteilung

Gruppe I Titan-Plattchen (unbeschichtet = leer) n=12
Gruppe I | PDLLA-beschichtete Plittchen n=12
PDLLA + IGF-I (5% w/w, 50 ug) und B
Gruppe IIT TGF-B1 (1% w/w, 10 ug) beschichtete Plittchen n=12
Gruppe IV |PDLLA + BMP-2 (5% w/w, 50 ug) n=12

Es wurden jeweils 3 Tiere pro Gruppe mit 4 Implantaten bestiickt. So ergab sich eine Gesamt-
anzahl von 12 Implantaten pro Gruppe. Insgesamt wurden 48 Implantate verwendet. Die
Standzeit betrug 12 Wochen.

24 Operationsdurchfiihrung
24.1 Operationsvorbereitung

24.1.1 Material und Medikation (Stall)

Material

1 Brauniile mit Mandrin, GroBe 18/ griin (BD, Spanien)

1 Dreiwegehahn (Pvb Medizintech., Kirchseeon, D.)
2 Spritzen, 20 ml (Braun Melsungen AG, Deutschl.)
Klebeband, weil, Durapore TM (3M, Deutschland)

1 Infusionsschlauch

2 Blutrohrchen
Krankenunterlage, saugfihig
Tuch, griin, grof3

1 Stauschlauch

1 fahrbarer Tisch

Medikation

Braunol (Braun Melsungen AG, Deutschland)
Thiopental, Trapanal 0,5 g Trockensubstanz (Byk Gulden, Konstanz, Niederlande)
20 ml Aqua ad injectable (Braun Melsungen AG, Deutschland)

24.1.2  Material, Medikation, Gerite und Inhalationsnarkose (Vorbereitungsraum)
Material

8,5 — 9er Tubus

Fithrungsschiene fiir Tubus

Laryngoskop

Mullbinden

Tupfer

Klebeband, weif3

Watteunterlagen

28



Schermaschine favoritt II (Aesculap AG& Co KG, Tuttlingen,
Deutschl.)

Ambu-Beutel zur manuellen Beatmung

Spritze, 10ml (Braun Melsungen AG, Deutschland)
Magensondenschlauch, 2m

Koagulatorkontaktmatte incl. feuchtem Zellstoff

Medikation

1-Chlor-2,2,2-trifluorethyldifluormethylether

(Isofluran), Forene 250 ml (Abbot GmbH , Wiesbaden,
Deutschland)

Augmentan 2,2 g, i. v. - ganze Flasche - (Glaxo Smith Kline GmbH & Co KG)

11 Thomaejonin (Na 140 K)

Dexpanthenol, Panthenol-Augensalbe (Jenapharm, Bibrach/Riss, Deutschland)
Metamizol-Natrium ,

Novaminsulfon rationpharm (Ratiopharm, Deutschland)

(Dosis: 20-50 mg/kg LM)

Fentanyl, Fentanyl Janssen (Janssen, Deutschland)

Gerite
Narkosegerit-Vorraum - Sulla 800 Typ 84 04 800 (Dréagerwerk AG Liibeck, Deutschland)

Inhalationsnarkose - Einleitungsparameter
Isofluran: 1,8 - 2,0 Vol %
Stickoxydyl: 4,0 - 4,5 Vol %
Sauerstoff: 2,0-2,5Vol %

2.4.1.3 Gerite, Einstellungen, Material (Operationsraum)

Gerite

Narkosegerit - Operationsraum Modell Servo 900 D (Siemens AG, Miinchen, Deutschland)
Uberwachungssystem Modell 66 S M11668 (Hewlett Packard, Deutschland)
Sauger

Narkoseeinstellung - Erhaltung

Isofluran: 2,0-2,5Vol %
Stickoxydyl: 2,0 Vol %
Sauerstoff: 1,0 Vol %

Fiir die Dauer der Operation wurde eine ,,Jow-Flow*“-Narkose durchgefiihrt, so dass das Stick-
oxydyl-Sauerstoff-Gemisch auf 1 Vol % zu 0,8 Vol % eingestellt wurde.

Beatmungsparameter - Schaf

Atemminutenvolumen: 10 - 20 ml/kg LM

Atemzugvolumen: 8 - 10 1 (variiert je nach Lebendmasse des Tieres)
Atemfrequenz pro Minute: 15
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Operationsmaterial
4 Abdecktiicher (2 x groB3 / 2 x klein)
Operationshandschuhe, Gro3e nach Bedarf

Operationsbesteck

2 Skalpelle

3 Klingen (Nr. 11: spitz, Nr. 15: halbrund)
2 Scheren, davon eine nach Metzenbaum (stumpf, spitz)
1 Fadenschere

2 chirurgische Pinzetten

1 anatomische Pinzette

4 Gefiklemmen

1 Nadelhalter

2 Wundspreizer (4 Haken)

1 Koagulator

2 Tuchklemmen

Fadenmaterial mit Nadel

- 1 Vicryl 2/0 (Ethicon GmbH & Co KG, Noderstedt,
- 1 Vicryl 3/0 Deutschland)

- 1 Suturamid 3/0

Tupfer nach Bedarf

Die Instrumente stammen von der Firma Aesculap, Tuttlingen, Deutschland.

24.14  Durchfiihrung
Im Stall wurde dem Tier ein Venenzugang gelegt. Dafiir wurde die V. cephalica accessorii
gestaut, die Einstichstelle mit Alkohol desinfiziert und eine Brauniile gesetzt.

Nach der Blutentnahme wurde das Tier mit Trapanal 0,5 g (Dosis: 15 mg/kg LM i. v.) sediert
und mittels eines fahrbaren Tisches in den Operationsvorbereitungsraum verbracht.

Dort wurde das Tier intubiert und die korrekte Lage des Endotrachealtubus wurde durch
Druckpalpation auf den Thorax sowie gleichzeitige Luftstromkontrolle am Tubusausgang
kontrolliert.

Folgende Basismonitoringparameter wurden verwendet:

EKG, GliedmaBen-Ableitung (VG li: gelb; VG re: rot und HG re: griin)
PulsoximetriemeBgerit, Ohrclip (Fixierung mit Klebestreifen am Kopf)
Kapnometrie (direkt zwischen Y-Stiick und Tubus)

Zur Tympanieprophylaxe wurde eine Pansensonde in den Vormagen geschoben. Die Glied-
malen wurden mit Mullbinden abgepolstert, um die Gelenke wihrend der langen Operation
zu schonen und die Elektroden der EKG-Ableitung besser zu fixieren. Die Augen wurden mit
Augensalbe befeuchtet und mit Tupfern verdeckt, um sie vor Salivationsschleim zu schiitzen
und die Austrocknung der Kornea zu verhindern.

Die linke Halsseite wurde vollstindig vom Haarkleid befreit. Danach wurde das Operations-
feld gereinigt und mit Braunol getriankten Tupfern desinfiziert.
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AnschlieBend wurde das Tier fiir die Operation mittels Styropor-Aufbockung korrekt gela-
gert, eine Koagulatorkontaktmatte untergeschoben und unter manueller Beatmung in den
Operationsraum gefahren.

Im Operationsraum wurde der Tubus an das Narkosegerit und das Tier an die Monitoring-
gerite zur Messung der zuvor genannten Parameter angeschlossen. AnschlieBend wurde die
Operationsfliche am Hals mit Braunolfliissigkeit desinfiziert und mit Operationstiichern ab-
gedeckt.

24.2 Operationsbeschreibung
Der Zugang erfolgte ventrolateral im mittleren bis unteren Halsdrittel oberhalb der
V. jugularis. Zunichst wurde mit einem Skalpell die Haut durchtrennt (s. Abb. 4).

ADbD. 4: Incision an der ventro-lateralen Halsseite

AnschlieBend wurden mit einer Schere Unterhaut und Fettgewebe stumpf prépariert, um den
M. sternomastoideus darzustellen.

Abb. 5: M. sternomastoideus (freiprépariert zur Darstellung)

Damit die Pldttchen optimal implantiert werden konnten, wurde der M. sternomastoideus auf
der gesamten Linge der Implantationsfliche von seiner Umgebung freipripariert (Abb. 5).

Dies erfolgte unter entsprechender Weichteilschonung (Cave: Vena jugularis; N. vagus-As-
teverletzung). Die durch die Priaparation geschidigten kleinen Gefa3e wurden elektrokoagu-
liert.

Die Implantation erfolgte von dorsal mittels Stichincision mit der Schere. Die so gewonnenen
Muskeltaschen entsprachen den Groen der Implantate.

31



Abb. 6: Einsetzen der Titanimplantate Abb. 7: Einsetzen der Titanimplantate

Die Implantate wurden in die Mitte des Muskelbauches mit der Beschichtungsseite medial
implantiert (s. Abb. 6/7). Dabei wurde ein Abstand von mindestens einem Zentimeter ge-
wahrt (s. Abb. 8), so dass 4 Implantate pro Muskel eingepflanzt werden konnten. Die Muskel-
taschen wurden nicht durch Néhte geschlossen.

Abb. 8: Implantation im Abstand von je 1 cm / Pléttchen

Der M. sternomastoideus (Vicryl 2/0) wurde mit einer fortlaufenden Naht wieder in seine
Umgebung integriert. Unterhaut-, Fettgewebe (Vicryl 3/0) und Haut (Suturamid 3/0) wurden
getrennt mit Einzelnihten verschlossen.

Schon wihrend des Wundverschlusses wurde Novaminsulfon ratiopharm zur postoperativen
Schmerzprophylaxe appliziert.
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2.5 Postoperative Handhabung

2.5.1 Material
Tupfer
Klebeband

2.5.2 Durchfiihrung
Die frisch operierte Halspartie wurde mit einem Wundverband geschiitzt. Sobald das Tier
wieder selbstéindig atmete und schluckte, wurde es extubiert. AnschlieBend wurde das Tier in

seine Box im Stall verbracht und so lange tierédrztlich beaufsichtigt, bis es sich selbststindig
aufrichtete.

2.6 Fluorochrommarkierung

2.6.1 Herstellung der Fluorochromsequenzmarker

2.6.1.1 Material und Gerite

Material

Marker: Xylenol-Orange (Dosis: 90 mg/kg LM)  (Acros Organics, New Jersey, USA)

Spritzen 50 ml (Braun Melsungen AG, Deutschland)

Kaniilen (Braun Melsungen AG, Deutschland)

Sterilfilter (PorengroBe: 0,45 um)

Aqua dest. (Braun Melsungen AG, Deutschland)

Gerite

Waage (Musahl Waagenservice, Eberswalde,
Deutschland)

pH-MeBgerit (WTW, Weihlheim, Deutschland)

2.6.1.2 Durchfiihrung

Xylenol-Orange (9 g) wurden in Aqua dest. (80 ml) gelost. Dann wurde der ph-Wert mit ei-
nem kalibrierten ph-Messgerit gemessen. Um einen ph-Wert von 7,2 - 7,4 zu erhalten, er-
folgte eine Zugabe von 1 M bzw. 2 M NaOH-Losung. Die Losung wurde mit Aqua dest. auf
100 ml aufgefiillt und im Anschluss steril filtriert, um diese intravends applizieren zu kdnnen.
Bis zur Verwendung musste die Losung unter Lichtverschluss im Kiihlschrank aufbewahrt
werden.

2.6.1.3 Ziel

Die Fluoreszenzmarkierung dient in der histologischen Untersuchung der Darstellung von Mi-
neralisationen im Gewebe anhand der Fluoreszenzmikroskopie.

Sequenzmarker lagern sich bei Applikation sofort im neumineralisierten Gewebe ab und stel-
len somit den Zeitpunkt des bis dato mineralisierten Gewebes dar. Aus diesem Grund wurde
der Fluoreszenzfarbstoff zwei Tage vor Tétung appliziert, da der Mineralisationszeitpunkt
nach 12 Wochen untersucht werden sollte.
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2.6.2 Applikation der Fluoreszenzmarker

2.6.2.1 Material
Spritzen 20 ml
Brauniilen, griine
Dreiwegehihne

Zuleitungen

Strauskaniilen, rot

Klebeband, braun
Xylenol-Orange

Sterile Tupfer
Desinfektionsspray, Softasept N
Staugummi

Krankenunterlage

Handschuhe

NaCl2 Flasche 0,5 1

2.6.2.2 Durchfiihrung

(Braun Melsungen AG, Deutschland)

(Braun Melsungen AG, Deutschland)

(Pvb Medizintechnik GmbH & Co KG, Kirchseeon,
Deutschland)

(Braun Melsungen AG, Deutschland)

(Braun Melsungen AG, Deutschland)

(Leukoplast, Deutschland)

(s.0.)

(Braun Melsungen AG, Deutschland)

(Semperit Technische Produkte GmbH & Co KG)
(Braun Melsungen AG, Deutschland)

Der Fluoreszenzmarker wurde den Versuchstieren langsam intravends appliziert und mit
0,9%iger NaCl2-Losung nachgespiilt, da die Xylenol-Orange-Losung stark gefdfreizend ist.
Die Verabreichung des Monosequenzmarkers fiihrte zur Lilafairbung von Haut, Schleimhdu-
ten und Gefédllen. Die Halbwertzeit betrug nur wenige Stunden. Die Ausscheidung erfolgte
tiber alle Exkrete (Lilafirbung des Harns = gut sichtbar!).
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2.7 Radiologie - In Vivo Aufnahmen und Postmortale Aufnahmen

2.7.1 Material und Geriite

Material

Filme (Fuji Photo Film Co., LTD. Japan)
Digital-Kassette (Fuji Photo Film Co., LTD. Japan)
Rontgenzahlen

Styroporblock

Klebeband, weily

Gerat
Rontgengerit - Mobilett Plus,
Model-Nr. 6215300 X 03-7E (Siemens AG, Miinchen, Deutschland)

Tabelle 4:  relevante Eckdaten fiir die radiologischen Untersuchungen
Aufnahmeart In Vivo-Aufnahmen Postmortale Aufnahmen
Einstellungen 60 kV, 28 mAs 52 kV, 1,80 mAs
Fokus-Objekt-Abstand |1 m 60 cm
Region Hals M. sternomastoideus
Ebene 1 dorso-ventraler dorso-ventraler Strahlengang

1 latero-lateraler Strahlengang
Zeitpunkt 0,1, 2,4, 8 Wochen 12 Wochen

2.7.2 Durchfithrung

Die postoperativen Rontgenaufnahmen der Halsregion wurden noch wihrend der Narkose-
ausleitung angefertigt, so dass die Tiere entsprechend leicht fiir das Rontgengrundbildpaar
(Brust-Bauchlage / rechte Seitenlage) positioniert werden konnten.

Fiir die Verlaufsaufnahmen der o. g. Zeitpunkte erhielten die Tiere mittels intravendser
Thiopental-Applikation (15 mg/kg LM) eine Kurzzeitnarkose, um sie entsprechend fiir die
Aufnahmen in der Halsregion positionieren zu konnen.

Die postmortalen Rontgenaufnahmen der zuvor entnommenen Muskelproben (s. 2.8) wurden
fiir die radiologischen Untersuchungen mit der medialen Seite an einem Styroporblock fixiert.

2.7.3 Ziel

Mit den postoperativen Rontgenbildern und den Verlaufsaufnahmen sollte die korrekte Lage
der Implantate belegt und spiter bei den Kontrollen der unverdnderte Sitz nachgewiesen wer-
den.

Anhand der post mortalen Rontgenaufnahmen lieBen sich die Implantate ohne Weichteiliiber-

lagerungen darstellen, so dass etwaige Ossifikationsherde in der beschichteten Implantatre-
gion besser ausgewertet werden konnten und Befunde insgesamt leichter zu erheben waren.
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2.8  Sektion - Entnahme histologischen Materials

2.8.1 Material

Skalpell

Kaniilen, gelb (Braun Melsungen AG, Deutschland)
Mullbinde

Gléaser mit Metalldeckel

10 % Formaldehyd (Merk KgaA, Darmstadt, Deutschland)

2.8.2 Durchfiihrung

12 Wochen nach dem Eingriff wurden die Tiere getotet und der M. sternomastoideus mit den
Implantaten entnommen (s. Abb. 9). Der Muskel wurde dabei unter Schonung der zu entneh-
menden Anteile von iiberschiissigen Faszien, Bindegewebe und Fettgewebe freipripariert und
anschlieend auf den bendtigten Muskelanteil reduziert (s. Abb. 10), um diese dann fiir die ra-
diologischen (s. 2.7) und histologischen (s. 2.9) Auswertungsmethoden weiterzuverwenden.

Abbildung: M. sternomastoideus mit Implantaten
Abbildung: M. sternomastoideus mit Implantaten

Abb. 9: Entnommener M. sternomastoideus mit Implantaten

Abb. 10: Bendtigter M. sternomastoideus-Anteil mit Implantaten
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2.9  Histologie

2.9.1 Vorbereitung fiir die histologische Weiterverarbeitung

Der aus den Versuchstieren entnommene Muskel mit den Implantaten wurde in 1,5 x 2 cm
grof3e Stiicke zerlegt und mit Zetteln versehen, um sie spiter genau den jeweiligen Gruppen
und Beschichtungsseiten fiir die weitere Verarbeitung zuordnen zu kdnnen. Die Muskelpro-
ben wurden in Mullbinden gewickelt, um diese dann in die Fixierlosung einzulegen (s. 2.9.2).
Im Protokoll wurden die Nummern der Ohrmarken, Gruppen und Implantaten katalogisiert.

2.9.2 Fixation der Proben

2.9.2.1 Chemikalien

Formol 36 % 324 ml (J. T. Baker, Deventer, Niederlande)
Athylalkohol (od. Methylalkohol 100 %) 540 ml (J.T. Baker, Deventer, Nierderlande)
Barbital-Natrium-Puffer ph 7,4/0,1 molar 130 ml (Dr. K.Hollborn&So6hne,Deutschland)
Glukose 6g (Merk, Darmstadt, Deutschland)

2.9.2.2 Zeitdauer der Fixation
Die Prédparate wurden 4 Tage lang in 10 % neutraler, isotonischer Formaldehydalkoholldsung
fixiert, um sie fiir die histologische Weiterverarbeitung haltbar zu machen (Burkhardt, 1966).

2.9.3 Entwisserung der Proben

2.9.3.1 Material und Gerite

Material

99,8% vergilltes Ethanol (Merk, Darmstadt, Deutschland)

70, 80, 96, 100 % Alkohol (Herbeta Arzneimittel, Berlin, D.)
Xylol (J. T. Baker, Deventer, Niederlande)
Aqua dest. (Delta Pharm GmbH, Pfulling., D.)
Zylinder (1000 ml) (Brand, Deutschland)
Aluminiumfolie

Préparatgldser mit Deckel (verschiedene Grof3en)

Gerite
Schiittler Modell HS 501 digital (IKA Labortechnik, Deutschland)

2.9.3.2 Durchfiihrung

Die Priparate wurden unter flieBendem Wasser 10 Minuten lang vom Formalin frei gewaschen
und sodann in aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 % je 2 d und 100 % 3 x 3 d) mittels
manueller Entwiésserung auf dem Schiittler entwissert. Die aufsteigende Alkoholreihe sollte
ein Schrumpfen und Zerreilen der Préiparate verhindern. Die manuelle Entwisserung auf dem
Schiittler ermdglichte eine besser kontrollierbare Entwésserung der Muskelpriparate beim
Wechseln der Alkoholbéder, als dies maschinell moglich gewesen wire. Wihrend der Entwis-
serung wurden die Behilter mit Alufolie umwickelt, damit die fluorochrommarkierten Prépa-
rate nicht verblassten. Zum Abschluss der Entwisserungsreihe wurden die Préparate fiir 2 - 3
Stunden in Xylol gelegt, um sie auf die Infiltration vorzubereiten.
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2.9.4 Kunststoff-Einbettung

2.9.4.1 Material und Gerite

Material
Tabelle 5:  Komponenteniibersicht und Dosisangaben fiir Technovit 9100 (Fa.
Heraeus Kulzer GmbH & Co KG, Wehrheim, Deutschland)
Basis Pulver Hirter 1 Hirter 2 | Regler |Lagerung
Haltbarkeit
Losung
Material-Nr. 1 2 3 4 5 Temperatur
Behilter
Entstabilisierte 3-41 bei 4° C
Basislosung Braunglas, ver-
schlieBbar
Priinfiltration 400 ml 2g ca. 1 Woche
bei 4° C-20°C
Infiltration 500 ml 40¢g 2g ca. 1 Woche
bei 4° C-20°C
Stammlosung A | 500 ml 80g 3g ca. 2 Wochen
bei 4° C-20°C
Stammlosung B 50 ml Braunglas, ver-
schlieBbar
Polymerisation- 9 Volumenteile Stammldsung A Sofort
Gemisch und verwenden
1 Volumenteil Stammldsung B
Geriite

Erlenmayerkolben (3 x 500 ml)

Waage Modell LC 62 1S-OCE

Elektr. Rithrgeridt IKA Combimag RET,
Typ Nr. 1065 48

Magnet

MeBpipette 1000 pl

(Fisherbrand, Deutschland)

(Satorius AG Gattingen, Deutschland)
(Janke & Kunkel GmbH&CoKG, Staufen,
Deutschland)

(Eppendorf Reference, Deutschland)

2.9.4.2 Durchfiihrung

Die Kunststoffeinbettung erfolgte mit fliissigem Einbettungsmedium (Technovit 9100; Hera-
eus Kulzer GmbH & Co KG, Wehrheim, Deutschland), einem Kunststoff auf Methylmeta-
crylat-Basis (s. Tab. 5). Dazu wurde eine entstabilisierte Basislosung verwendet, aus der
sowohl die Infiltration als auch die Stammldsungen hergestellt worden sind. Die Entstabili-
sierung der Basislosung erfolgte mittels Chromatographiesdule mit Al203. Die Herstellung
der Préinfiltation, Infiltration und Stammldsungen erfolgte nach den Angaben des Herstellers
(s. Tab. 5). Damit eine vollstindige Durchtrinkung des Priparats mit diesem Einbettungsme-
dium sichergestellt werden konnte, wurde zunichst eine 3 - 4-tigige Préinfiltration bei Raum-
temperatur und eine anschliefende 7-tdgige Infiltration im Kiihlschrank durchgefiihrt.
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AnschlieBend wurden die Préparate mit dem fliissigen Einbettungsmedium ausgehirtet. Zu
diesem Zweck wurden die Proben mit der unbeschichteten Implantatseite zur Unterseite zei-
gend im Einbettungsbehilter positioniert, um dann langsam mit dem Polymerisationsgemisch
(s. Tab. 5) randvoll iibergossen zu werden. Die Einbettformen wurden luftdicht verschlossen
und zum Polymerisieren mittels Eiskithlung auf eine Temperatur von 0° C heruntergekiihlt.
Der Polymerisationsvorgang dauerte etwa 24 Stunden.

Damit der nicht ausgehértete Kunststoff aus den Priaparatsbehéltern vollstindig entfernt wer-
den konnte, wurde 100 % Alkohol hinzugegeben. Nach einer 1 tigigen Trocknung unter dem
Abzug konnte mit der Weiterverarbeitung der Muskelproben begonnen werden.

Die Préparate wurden wihrend des gesamten Weiterverarbeitungsprozess vor Lichteinfliissen
geschiitzt, damit die fluorochrommarkierten Préparate nicht abgeschwicht wurden.

2.9.5 Herstellung der Muskelschliffe

Fiir die histologische Untersuchung der Implantatregion wurden die Implantate im Muskel-
gewebe belassen. Es wurden Lingsschnitte der Muskelschliffpriparate hergestellt. Damit war
es moglich, eine groe Kontaktfliche zum Muskelgewebe zu gewinnen. Dadurch konnte auf
der gesamten Linge des Implantats mogliche heterotopen Ossifikationen und Bindegewebs-
eaktionen besser sichtbar gemacht werden.

2.9.5.1 Vorbereitung der Schliffpraparate

2.9.5.1.1 Geriate

Hammer

Tischschleif- und Poliermaschine ~ (Modell Phoenix 3000, Fa. Jean Wirtz, Deutschland)
Graviergerit (Model GG 12, Fa. Proxxon, Niersbach, Deutschland)
Marker (II-Securline 1451-20-PDC) (Fa. Precision Dynamics Corporation, San Fernando,

USA)

2.9.5.1.2 Durchfiihrung

Die Priparate wurden aus den Glasbehéltern entnommen und zur spiteren Identifizierung der
Gruppen mittels Graviergerit beschriftet. Vor der Kunststoffaufblockung war es erforderlich,
die Kunststoffblocke zurecht zu schleifen (1200 U/min = Umdrehung pro Minute) auf ein
Format von 1 x 3 cm, das der Grofe der maximalen Einspannhdhe der Schleifmaschine ent-
sprach. Erreichte man bei dieser Bearbeitung die Implantate, so wurde die Drehzahl reduziert,
um beim Feinschliff die Implantate zu schonen und ein Wegschleifen zu verhindern.

2.9.5.2 Planparalleles Aufblocken der Kunststoffblocke

2.9.5.2.1 Material und Gerite

Material

Kunststoffobjekttriager planparallel - 25 x 75 x 2 mm - (Dia-plus, Oststeinbek, Deutschland)

Schleifmaschine Modell Phoenix 3000 (Jean Wirtz, Deutschland)

Schleifpapier, Kérnung 1200 (Hermes, Deutschland)

Technovit 4000, Dreikomponentenkleber (Heraeus Kulzer, Wehrheim,
Deutschland)

Medizingléser

Riihrspatel

Angeschliffene Priaparatkunststoffblocke
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Gerite

Vakuumpresse (Exakt Apparatebau GmbH,
Norderstedt, Deutschland)

2.9.5.2.2 Anmerkung

Die Kunststoffobjekttrager mussten vor jeder Verarbeitung von jeweils einer Seite her ange-

schliffen werden, um eine bessere Haftung des Klebstoffes zu erzielen. Die Bearbeitung er-

folgte unter Sichtkontrolle, so dass bei stumpfer Oberfliche der Schliff abgeschlossen war.

2.9.5.2.3 Durchfiihrung

Die planparallele Aufblockung erfolgte mit einem Dreikomponentenkleber (Technovit 4000),
indem die eingebetteten Muskelprédparate auf den angerauten Objekttrigern mit der ventralen
Muskelschichtseite mittels einer vakuumbetriebenen Schraubpresse befestigt wurden. Da-
durch konnte fiir die spitere Auswertung sowohl die beschichtete als auch die unbeschichtete
Seite beurteilt werden. Die Polymerisation des Klebstoffs dauerte ca. 10 Minuten. Danach
konnte der Kunststoffblock sofort weiterverarbeitet werden.

2.9.5.3 Anschleifen der Praparate

2.9.5.3.1 Material und Gerite

Material

Schleifpapier P 60 (Hermes, Deutschland)
Schleifpapier P 800-1200 (Hermes, Deutschland)
Aufgeblockte Muskelpridparate

Wasser

Geriite

Mikro-Schleif-System (Exakt, Norderstedt,Deutschland)
Vakuumpumpe Typ PM 137 17-813 5; Nr. 12 21 297 (Neuberger, Deutschland)
Schleifmaschine (s.0.)

2.9.5.3.2 Durchfiihrung

Um eine planparallele Ebene fiir die Sandwichaufblockung zu erhalten, erfolgte nach Bedarf
eine Korrektur der Blocke an der Maschine mit der Schleifpapierstirke 60 und eine Nachbe-
arbeitung der angeschliffenen Blocke am Mikroschleifsystem mit dem Schleifpapier feinerer
Kornung 800, 1000 und 1200. Die Bearbeitung verlief unter Sichtkontrolle. Eine stumpfe
Oberfliche bedeutete, dass das Priparat noch nicht angeschliffen war. Eine gldnzende Seite
deutete dagegen auf eine fertige Préparatebene hin.

2.9.5.4 Sandwichherstellung

2.9.5.4.1 Material und Geriate

Material

Petrolbenzin (Fa. Merk, Darmstadt, Deutsch-
land)

Prizisionskleber Technovit 7210 (Fa. Heraeus Kulzer GmbH & Co
KG, Wehrheim, Deutschland)

Schleifpapier P 1200 (Fa. Hermes, Deutschland)

aufgeblocktes und angeschliffenes Préiparat
Angeschliffener, beschrifteter Kunststoffobjekttrager
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Geriite

Digitales Mikrometer-FeinmefBgerit (Mitutoyo American Cooper.,
Aurora, USA)

Prizisionskleberpresse mit Blaulicht (Exakt, Norderstedt, Deutschland)

Vakuumpumpe Typ NO 22 AN.18 (Neuberger, Deutschland)

2.9.5.4.2 Durchfiihrung

Vor der Sandwichherstellung erfolgte zunichst die Messung, sowohl des aufgeblockten, an-
geschliffenen Prédparats (= 1. Messung), als auch des planparallel, angeschliffenen Objekt-
tragers (= 2. Messung). Dazu wurden diese im Vorfeld mit Petrolbenzin gereinigt.

Das angeschliffene Priparat wurde mit dem Prézisionskleber bestrichen, unter die vakuum-
betriebene Prézisionskleberpresse gelegt und unter Verwendung des Blaulichts langsam auf
die nicht angeraute Objekttrigerseite des unten liegenden Objekttragers angepresst. Dabei
wurde darauf geachtet, dass der Klebevorgang luftblasenfrei verlief. Fiir die fluoreszenzmar-
kierten Priparate wurde eine Belichtungszeit von 7 Minuten gewihlt, um sie vor dem Ver-
blassen zu schiitzen. Die Gesamtaushértung betrug weitere 6 Stunden unter Lichtentzug.

Nun erfolgte die dritte Messung des gesamten Sandwichs.

AnschlieBend wurde anhand der oben gemessenen Werte die Kleberschichtdicke berechnet,
indem eine Summe aus der 1. und 2. Messung gebildet wurde, um diese dann von dem Wert
der 3. Messung zu subtrahieren. Diese Werte waren notwendig, um spéter die abzuschleifen-
de Menge beim Feinschliff exakt berechnen zu kénnen.

2.9.5.5 Das Sigen der Sandwiche

2.9.5.5.1 Material und Gerate
Material
Sandwich

Geriite

Exakt Makro-Trennschleifsystem mit

eingebauter Vakuumplatte und -pumpe, (Exakt, Norderstedt, Deutschland)
Typ 30 331 CP/N

2.9.5.5.2 Durchfiihrung

Mit dem Makro-Trennschleifsystem wurden Muskelschliffpriparate mit einer Dicke von
ca. 800 um hergestellt. Zu diesem Zweck wurde die gekennzeichnete Seite des Sandwichs
zum Sédgeband hin an der Vakuumpumpe der Trenneinheit angebracht und soweit an das
Trennband herangefiihrt, bis das Trennband die Innenseite des Objekttragers beriihrte.
SchlieBlich wurde unter Wasserkiihlung geségt.

2.9.5.6 Abschleifvorgang (Muskelschliffe)

2.9.5.6.1 Material und Geriite

Material

Sageschnitt

Schleifpapier P 1200 (Hermes, Deutschland)
Polierpapier P 4000
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Geriite

Mikro-Schleifsystem (Exakt, Norderstedt, Deutschland)
Vakuumpumpe Typ PM 137 17-813 5; Nr. 12 21 297 (Neuberger, Deutschland)
Digitales Mikrometer-Feinmessgerit (Mitutoyo American Cooper.,

Aurora, USA)

2.9.5.6.2 Durchfiihrung

Mit dem Mikroschleifsystem wurden dann unbeschidigte Muskelschliffpriparate von 140 um
gewonnen. Bei jedem Prédparat musste der Nullpunkt im Vorfeld neu ermittelt werden, um ei-
ne genaue Abschliffstirke zu erhalten. Zu diesem Zweck wurde das Priparat erneut gemes-
sen. AnschlieBend wurde die o. g. Abschliffdicke eingestellt, der Schleifvorgang mit einer
Drehzahl von 60 U/min und einer Schleifpapierstirke von P 1200 durchgefiihrt. Die Wahl der
Schleifpapierkdrnung orientierte sich dabei an der Dicke des Priparats. Zur Erzielung einer
glatten Priparatsoberfliche wurden diese im Anschlufl mit 4000er Polierpapier 6 Minuten
lang nachpoliert.

2.9.5.6.3 Schliffnummerierung

2.9.5.6.3.1 Gerite

Graviergerat Model GG 12 (Proxxon, Niersbach, Deutschland)
Stabilo - OHPen - universal schwarz (Stabilo, Heroldsberg, Deutschland)
2.9.5.6.3.2 Durchfithrung

Die Kennzeichnung der Objekttriger erfolgte gemifl den unten gemachten Angaben:

Oben
1-4 (arab. Zahl = Implantat-Nr. im Tier)
I- VI (rom. Zahl = Anzahl der Schliffe des jeweiligen Implantates)

Unten
(19, 21, 22, 23, 27, 28, 29, 30, 75, 77, 78, 79) (zweistellige arab. Zahl = Tier-Nr.)
[-IV (rom. Zahl = Versuchsgruppen-Nr.)

2.9.6 Herstellung der Knochenschliffe

Es wurden je eine Knochenprobe aus der Halswirbelsdule der 12 Versuchstiere entnommen
und daraus Knochenschliffe hergestellt, die als spétere native Schliffe fiir die Fluoreszenz-
mikroskopie gedient haben.

2.9.6.1 Durchfiihrung
Die Bearbeitungsschritte der Knochenprobenpréparate entsprechen im wesentlichen der Her-
stellung der Muskelschliffpriparate.

2.9.6.2 Abschleifvorgang (Knochenschliffe)

2.9.6.2.1 Material

Objekttrager (50 x 100 x 2 mm)
Schleifpapier (P 500, 1000, 1200)
Polierpapier (P 4000)
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2.9.6.2.2 Durchfiihrung

Die Knochenschliffpriparate wurden zunéchst mit 500er, 1000er und 1200er Schleifpapier
auf 140 um heruntergeschliffen. Bei jedem Wechsel des Schleifpapiers sowie des Préiparates
musste der Nullpunkt neu ermittelt werden. Zum Schluss wurden die Priparate mit dem
4000er Polierpapier 5 Minuten lang nachpoliert.

2.9.7 Firbung der Priparate mit kombinierte Van Kossa/Safranin O’-Fiarbung

2.9.7.1 Material

Ameisensdure 1% (Merk KgaA, Darmstadt, Deutschland)

Aqua dest. (Delta pharm, Deutschland)
Silbernitratlosung 3 % (Merk KgaA, Darmstadt, Deutschland)
Na-Formaldehydlosung (Merk, KgaA, Darmstadt, Deutschland)
Leitungswassr

Na-Thiosulfat 5 % (Merk, KgaA, Darmstadt, Deutschland)
Safranin O (Merk, KgaA, Darmstadt, Deutschland)
Alkohol 96 % (Herbeta, Arzneimittel Berlin, Deutschland)
Alkohol 100 %

Xylol (Merk, Darmstadt, Deutschland)
Vitroclud-Kebstoff (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)
Glasbehilter (Werkstatt Chemie & Foto, Deutschland)
Deckgléser (Menzel Gliser, Braunschweig, Deutschland)

2.9.7.2 Durchfiihrung

Die Muskelschiffpraparate wurden zunichst mit Ameisensdure (1,5 min.) angesduert, dann
mit Aqua dest. (2x) gespiilt, um sie dann mit Silbernitratlosung (40 min.) zu firben. Im wei-
teren erfolgte eine erneute Spiilung mit Aqua dest. (3x), dann eine Reduzierung in Na-Form-
aldehydlosung (2 min.), ein Wissern in Leitungswasser (10 min.), eine Na-Thiosulfattrinkung
(5min.), ein Wissern in Leitungswasser (10 min.), ein Spiilen in Aqua. dest (kurz) und
schlieBlich die Firbung in Safranin O’(30 min.). Des weiteren wurde mit Aqua dest. (kurz)
gespiilt, dann eine Entwisserung mit Alkohol (96 %, 100 %, je 2x) durchgefiihrt und sodann
eine kurze Xyloltrinkung (2x) vorgenommen. AnschlieBend wurden die Muskelschliffprapa-
rate mit Vitroclud (1 dickfliissiger Tropfen) eingedeckelt. Die absolute Trocknungszeit der
gefdrbten Priparate betrug 24 h. Der Klebstoffiiberstand wurde mit Xylol gesdubert. Bei Bla-
senbildung unter dem Deckglas wurde das Eindeckeln wiederholt.

2.9.7.3 Ziel
Die Firbung dient dem Kalk- und Knorpelnachweis und ist eine reine Kontrastfarbung.
Durch die Farbstoffe stellen sich die einzelnen Gewebe folgendermalen dar:

Mineralisiertes Knochen- und Knorpelgewebe schwarz
Mineralisationsfronten schwarz granuliert
Hyaliner Knorpel intensiv rot

Nicht mineralisierter Knochen rot

Muskelgewebe rot

Durch diese Farbung sollen mdgliche heterotope Ossifikationen im Durchlichtmikroskop
sichtbar gemacht werden.

43



2.10 Auswertung
2.10.1 Radiologie - Methode der Auswertung

Radiologische Auswertungsmethode

Zwei unabhingige Gutachter werteten die Rontgenaufnahmen verblindet aus.

Die Implantatregionen wurden detailliert auf Mineralisationsherde hin abgesucht. Alle Verin-
derungen sind dokumentiert worden.

2.10.2 Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie - Methode der Auswertung

2.10.2.1 Material, Gerite und verwendete Vergrof3erungen
Material

Geférbte Muskelschliffe

Native Knochenschliffe (Kontrollgewebe)

Gerite

Mikroskop DM-RB Typ 301-371.010 (Leica Mikroskopie & Systeme GmbH,

mit Fluoreszenzlampe Wetzlar, Deutschland)

Digitalvideokamera MC 3254 (Sony, Deutschland)

Monitor 1095 LR (Kontron Elektronik Ultravision, Deutschland)
Motortisch

PC

Verwendete Vergroflerungen
Okular-VergroBerung 10 x / 25
Objektiv-Vergroflerung

1,6 x /0,05

2,5x /0,07

5x/0,12

10x /0,30

20x /0,50

40 x /0,70
100 x /1,30 (O1)

Digitalisierung der Préparate erfolgte mit Hilfe der AxioVision 4,4-Software.

2.10.2.2 Ziel der Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie

Ziel der Durchlichtmikroskopie

Mittels der Durchlichtmikroskopie sollten mogliche heterotope Ossifikationen und Bindege-
websreaktionen im Schliffpriparat nachgewiesen werden.

Ziel der Fluoreszenzmikroskopie

Anhand der Fluoreszenzen im neumineralisierten Gewebe sollten mogliche heterotope
Ossifikationen im Muskelgewebsschliff nachgewiesen werden. Native Knochenschliffe
dienten hier als Kontrollgewebe fiir die erfolgreiche Einlagerung des Markers im Knochen.
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2.10.2.3 Prinzip der Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie

Prinzip der Durchlichtmikroskopie:

Bei der Durchlichtmikroskopie wird mittels einer Lichtquelle (12 Volt, 100 Watt) iiber
Reflektoren das Licht zum Stativful des Mikroskops geleitet, so dass die zu betrachtenden
Schliffpréparate von unter her beleuchtet werden. Die Beleuchtungsintensitit kann anhand
eines Reglers und durch Zuschalten eines Graufilter (Neutralfilters) gesteuert werden.

Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird ultraviolettes Licht einer Halogenlampe (Wellenlidnge
1850 und 2537 A) bis zum Objekt durch besonders durchléssiges Glas (z. B. Quarz) geleitet,
im Objekt durch einen Fluoreszenzfarbstoff teilweise in sichtbares Licht verwandelt und so-
dann durch ein Mikroskop unter Zwischenschalten eines Sperrfilters betrachtet. Aufgrund der
lichtschwachen und bei der UV-Bestrahlung verblassenden Lichterscheinung ist in einem ver-
dunkelten Raum zu arbeiten (Burk, 1986).

2.10.2.4 Durchlicht- und fluoreszenzmikroskopische Auswertungsmethode

Die Préprate wurden systematisch auf Mineralisationsherde untersucht, so dass auch Arte-
fakte dabei ausgeschlossen werden konnten. Zu diesem Zweck wurde zunéchst die Durch-
lichtmikroskopie verwendet. Die Préparate wurden zur Gesamtiibersicht zunéchst in der o. g.
kleinsten VergroBerung eingestellt und zur Detailanalyse bis auf 100-fach vergrofert. Ab der
20-fachen Vergroerung wurde nach Bedarf der Kondensor hereingeklappt, um eine bessere
Scharfeinstellung zu gewahrleisten.

AnschlieBend erfolgte die Kontrolle mit Fluoreszenzlicht. Dafiir wurde der Sequenzmarker
Xylenol-Orange mit griinem Fluoreszenzlicht bestrahlt, welches dann schlieBlich in rotes
Licht umgewandelt wurde. Die Veridnderungen wurden protokolliert. Die Auswertung er-
folgte unter Anonymisierung der Gruppenzugehorigkeit durch zwei unabhéngige Gutachter.
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3. Ergebnisse

3.1 Operationstoleranz und Heilungsverlauf

Die Tiere erholten sich von der Narkose binnen eines Tages. Das Allgemeinbefinden der
Tiere wurde durch den Eingriff nicht gestort. Es konnten keine systemischen Nebeneffekte
durch die implantierten Pléttchen festgestellt werden. Die Heilung der Operationsincision
verlief ohne Komplikationen. Es waren keine Ausfille der Tiere zu verzeichnen.

3.2 Rontgen

3.2.1 Postoperative Rontgenbilder und Verlaufsuntersuchungen

Die postoperativen Kontrollaufnahmen zeigten den korrekten Sitz der Implantate
(s. Abb.11/12: dorso-ventrale Ebene).

Abb. 11: Nr. 22 - post OP Abb. 12: Nr. 28 - post OP

Die Verlaufsaufnahmen zeigten keine Positionsverdnderung wihrend der Heilung
(Abb.13/14: dorso-ventrale Ebene).

Abb. 13: Nr. 23 - 1 Wo post OP Abb. 14: Nr. 27 -2 Wo post OP
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3.2.2 Post mortem

Es wurden keine Mineralisationsherde oder heterotope Ossifikationen festgestellt
(s. Abb. 15 - 18: dorso-ventrale Ebene).

In Bezug auf das Einwachsverhalten der Implantate in das Muskelgewebe konnten radiolo-
gisch keine Unterschiede zwischen den 4 Gruppen nachgewiesen werden.

Abb. 15: Nr. 79 - Gruppe I (unbeschichtet) Abb. 16: Nr. 22 - Gruppe II (PDLLA)

Abb. 17: Nr. 29 - Gruppe Il (TGF-B1 + IGF-I)  Abb. 18: Nr. 78 - Gruppe IV (BMP-2)
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3.3 Fluoreszenzmikroskopie
Die erfolgreiche Sequenzmarkierung konnte anhand der nativen Knochenschliffe festgestellt
werden, da neu mineralisiertes Gewebe im Knochenschliff fluoreszierte (s. Abb. 19).

Abb. 19: Native Knochenschliffpriparate der HWS: Unbeschichtet (links oben);
PDLLA (rechts oben); TGF-B1 + IGF-I (links unten); BMP-2 (rechts unten)

48



In den Muskelschliffpriparaten konnten in allen 4 Gruppen keine Mineralisationsherde
gefunden werden (Abb. 20).

Abb. 20: Gefirbte Muskelschliffpriparate im Fluoreszenzlicht: Unbeschichtet (links oben);
PDLLA (rechts oben); TGF-f31 + IGF-I (links unten); BMP-2 (rechts unten)
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3.4 Histomorphologie

Es wurden 11 Muskelschliffpriparate pro Gruppe deskriptiv fiir die Histomorphologie aus-
gewertet. Die durchschnittliche Schliffdicke lag bei 140 um. Damit waren Gewebsdifferen-
zierungen moglich.

Die dargestellten Muskelschliffpriparate sind so digitalisiert und ausgewertet worden, dass
die Region oberhalb der Plittchen die Verdnderungen des medialen Muskelareals iiber der be-
schichtete Implantatregion zeigen und unterhalb der Plittchen die Verdnderungen des latera-
len Muskelareals unter der unbeschichteten Implantatregion untersucht werden konnten.
Analog dazu gilt diese Darstellung auch fiir die unbeschichtete Kontrollgruppe, so dass ober-
halb der Implantate das mediale Muskelareal und unterhalb der Pléttchen das laterale Muskel-
areal dargestellt worden ist. Aus diesem Grund wurde in den folgenden Beschreibungen von
medialer und lateraler Implantatseite gesprochen.

Definitionen, die Gewebsveridnderungen auf der linken und rechten Seite um die Implantate
darstellen, konnen unter dem Gesichtspunkt zugeordnet werden wie die Muskelschliffpréipa-
rate hergestellt und anschlieBend ausgewertet und digitalisiert worden sind. Das heif3t eine
cranio-caudale Zuordnung konnte nach der Herstellung der Priparte nicht mehr gemacht wer-
den, da eine horizontale Drehung der Priparate bei der Verarbeitung zu den histologischen
Priparaten stattgefunden hat. Es wurde lediglich auf die medio-laterale Zuordnung geachtet,
da diese fiir die spitere Auswertung von wesentlich gro3erer Bedeutung war.
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Detaillierte Ergebnisse der Gruppen

3.4.1 Unbeschichtet
Die Implantate der Gruppe I waren in den Muskelschliffpriparaten von einer Bindegewebs-
kapsel homogen eingeschlossen (s. Abb. 21).

Abb. 21: Unbeschichtet

Die Kapsel aus zellarmen, kollagenem Bindegewebe beinhaltete spindelformige, parallel ver-
laufende Zelllagen mit Anordnung in eine vorherrschende Richtung und je nach Intensivitit
der Anfirbung sichtbare Zellkerne. Allgemein waren die Zelllagen nur gering angefirbt. Nach
aullen hin wurden die spindelformigen Zelllagen schlanker und Zellkerne waren nicht mehr
erkennbar. Aullenschichten der Kapsel waren durch sehr feine, schlanke, spindelférmige Fa-
serbildung geprigt. Diese Zelllagen wiesen eine komprimierte Gewebsstruktur auf, die die
Kapsel gegen die Umgebung abgrenzten. Sie waren stérker gefirbt (s. Abb. 22).

Abb. 22: Unbeschichtet, laterale Seite, Detailaufnahme
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Die Faserstrukturen folgten dem Faserverlauf des Endomysiums sowie des Perimysiums und
strahlten feinstrukturiert in das umliegende Muskelgewebe aus (s. Abb. 23).

Abb. 23 : Unbeschichtet, Detailaufnahme

Die Kapselseiten waren iiberwiegend durch einen homogenen Abschluss geprigt. Allerdings
wies ein Priparat einen hohen Anteil schlanker, komprimierter spindelformiger Zelllagen auf,
die in das umliegende Muskelgewebe ausstrahlten (s. Abb. 24)

Abb. 24: Unbeschichtet
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Die Gruppe I wies auf der medialen Implantatseite in 4 von 11 Préparaten eine schlitzartige
Spaltbildung auf. In einem Préparat zeigte sich eine schmale Spaltbildung und in einem wei-
teren Priiparat eine Ubergangsform von schlitzartiger zur schmalen Spaltbildung. Auf der la-
teralen Implantatseite bestand bei 2 von 11 Préparaten eine schlitzartige, bei einem Prédparat
eine lumenartige Spaltbildung und bei einem eine Ubergangsform, die zur rechten Seite hin
von der schmalen zur lumenartigen Spaltbildung iiberging (s. Abb. 25). 4 Préparate wiesen
weder auf der einen noch auf der anderen Seite eine Spaltbildung auf.

Abb. 25: Unbeschichtet, lumenartige Spaltbildung
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34.2 PDLLA

In den Muskelschliffpriparaten der Gruppe II war das Implantat ebenfalls homogen von
einer Bindegewebskapsel eingeschlossen (s. Abb. 26). Diese bindegewebige Fremdkdorper-
kapsel war im wesentlichen so aufgebaut wie die der Gruppe 1. Die Kapselseiten waren ge-
pragt durch einen homogenen Abschluss.

Abb. 26: PDLLA

Bei einem Priparat war allerdings auf einer Seite eine breitere Gewebeschicht als auf der Ge-
genseite zu finden (s. Abb. 27).

Abb. 27: PDLLA
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Ein weiteres Priparat wies am rechten Seitenrand einen hohen Anteil von schlanken, kompri-

mierten spindelféormigen Zelllagen auf, die in das umliegende Muskelgewebe ausstrahlten (s.
Abb. 28).

Abb. 28: PDLLA, Detailaufnahme

Auf der beschichteten Seite konnte in 2 von 11 Préparaten eine schmale Spaltbildung festge-
stellt werden. Bei 5 von 11 Priparaten war eine lumenartige Spaltbildung vorhanden (s. Abb.
29), wobei ein Priparat zusitzlich zur linken Seite hin eine schlitzartige Spaltbildung aufwies
und bei einem Préparat eine groe Lumenbildung festgestellt wurde. Auf der unbeschichteten
Seite zeigte sich bei drei Priparaten eine schlitzartige, bei drei Schliffen eine schmale und bei
einem Préparat eine lumenartige Spaltbildung. 3 Préparate wiesen auf der unbeschichteten
Seite keine Spaltbildung auf. Zwei Préparate waren ohne Spaltbildung.

Abb. 29: PDLLA, lumenartige Spaltbildung
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3.43 TGF-p1 + IGF-I
In den Muskelschliffpriparaten der Gruppe III waren die Implantate ebenfalls von einer iiber-
wiegend homogenen Bindegewebskapsel eingeschlossen (s. Abb.:30).

Abb. 30: TGF-B1 + IGF-I

Sie war von spindelformigen, parallel zum Implantat verlaufenden Zelllagen gekennzeichnet,
die insgesamt eine homogene Schicht darstellten. Nach aulen hin wurden sie durch schmale,
komprimiert erscheinende Zelllagen, die stirker angefarbt waren, von der Umgebung abge-
grenzt (s. Abb. 31).

Abb. 31: TGF-B1 + IGF-I, laterale Seite, Detailaufnahme
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Die abschlieBenden Fasern strahlten feinstrukturiert entlang des Endomysiums und des
Perimysiums in das umliegende Muskelgewebe (s. Abb. 32).

Abb. 32: TGF-B1 + IGF-I, Detailaufnahme

Bei fiinf Préparaten fanden sich auf der beschichteten Seite Besonderheiten der Bindegewebs-
kapsel. In vier Féllen davon verliefen Bindegewebsfasern zu einem abgehenden Bindege-
websbiindel zusammen, das vorherrschend in eine Richtung von der Kapsel wegzog, wobei
eines davon locker gebiindelt war (s. Abb.: 33).

Abb. 33: TGF-B1 + IGF-I
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Ein weiteres Priparat war durch deutlich hohere Bindegewebsanteile geprigt, so dass die be-
schichtete Seite mehr Bindegewebszelllagen aufwies, die gebiindelt in geordnete Richtung um
das Implantat herum verliefen und nicht in die Umgebung ausstrahlten. Die Kapselseiten wa-
ren in diesen Fillen von einem homogenen Abschluss geprégt (s. Abb. 34).

Abb. 34: TGF-B1 + IGF-I

Vier Priparate zeichneten sich auf der rechten Seite und bei einem auf der linken Seite durch
einen hohen Anteil von schlanken, komprimierten spindelformigen Zelllagen aus, die in das
umliegende Muskelgewebe ausstrahlten (s. Abb. 35).

Abb. 35: : TGF-B1 + IGF-I, Detailaufnahme
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Bei vier Préiparaten wurde sowohl auf der beschichteten als auch auf der unbeschichteten Sei-
te eine schlitzartige und bei zweien eine schmale Spaltbildung festgestellt. Lumenartig war
der Spalt bei zwei Préparaten auf der beschichten und bei einem auf der unbeschichteten Sei-
te. Bei zwei weiteren war ein groes Lumen ausgebildet, so dass die Bindegewebekapsel vom
Implantat gehoben wurde (s. Abb. 36) Ein Priparat wies keine und drei lediglich auf der un-
beschichteten Seite eine Spaltbildung auf.

Abb. 36: TGE-B1 + IGE-I
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BMP-2

In den Muskelschliffpriparaten der Gruppe IV waren die Implantate heterogen von einer
Bindegewebskapsel eingeschlossen (s. Abb. 37). Die Bindegewebsschicht der unbeschich-
teten Seite entsprach im wesentlichen der homogenen Struktur der Gruppen I - II1.

Abb. 37: BMP-2

Die beschichtete Seite zeichnete sich dagegen durch ein hohes Mal3 an Heterogenitit aus.
So war eine deutlich breitere Schicht von spindelférmigen Zelllagen festzustellen. Nur zu
Beginn lieB3 sich eine homogene, parallel zum Implantat verlaufende Anordnung entdecken.
Im Inneren der Kapselschicht war eine heterogene Anordnung zu verzeichnen (s. Abb. 38).

Abb. 38: BMP-2, Detailaufnahme
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Dariiber hinaus waren in 5 von 11 Priparaten der Gruppe IV blasige Aufwerfungen zu finden
(s. Abb. 39). Diese unterschieden sich deutlich von der bereits beschriebenen Spaltbildung.
Sie waren nur anteilig auf der unbeschichteten Horizontalen vertreten. Diese Phinomene bil-
deten eine Wulst, die das heterogene Bild der Préiparate prigte. Die spindelformigen Zelllagen
wurden durch stirker komprimierte Zelllagen abgelost, die sich zu parallel angeordneten Fa-
sern biindelten und radiér entlang des Endomysiums und des Perimysiums in das umliegende
Muskelgewebe ausstrahlten.

Abb. 39: BMP-2, Detailaufnahme
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Die beschichtete Seite wies somit erhOhte Faseranteile und Faserdichte auf, wie aus der star-
ken Faserverzweigung deutlich wurde. Die Kapselseiten waren auch hier iiberwiegend durch
einen homogenen Abschluss geprigt. Zwei Préparate hatten allerdings auf der rechten Seite
eine breitere Gewebeschicht als auf der Gegenseite. Sie war von einem flieBenden Ubergang
zur duBeren Bindegewebshiille des Muskelgewebes gekennzeichnet. In diesen Fillen war das
Implantat sehr nahe zur MuskelauBenflidche eingebracht worden (s. Abb. 40).

Abb. 40: BMP-2

Auf der beschichteten Seite war bei einem Préparat ein schlitzartiger Spalt und ein schmaler
Spalt bei 4 von 11 Préiparaten gebildet. Ein weiteres wies ein groes Lumen auf. Wihrend
sich auf der unbeschichteten Seite bei 2 von 11 Préiparaten ein schlitzartiger Spalt gebildet
hatte und bei drei eine lumenartige Spaltbildung zu verzeichnen war, beschrinkte sich das
Lumen bei einem Préparat lediglich auf die Einkerbung des Schliffes. Die iibrigen Praparate
zeigten auf der unbeschichteten Seite keine Spaltbildung.

62



3.4.5 Zusammenfassung der histomorphologischen Ergebnisse

Zusammengefasst ldsst sich mit den Ergebnissen belegen, dass die Muskelschliffpriparate der
Gruppen I - IV vollstindig von einer Bindegewebskapsel umgeben gewesen sind (s. Abb. 21 -
40). Die Kapsel zeichnete sich durch eine erhohte Proliferation von Bindegewebszellen aus,
die das gesamte Implantat umschlossen. Durch die Implantation wurde ein Fremdkorperreiz
gesetzt, das zur Bildung eines Fremdkorpergranuloms fiihrte.

Die Muskelschliffpriparate wiesen zwischen Implantat und Bindegewebskapsel vorwiegend
tiber der beschichteten Seite im unterschiedlichem Ausmal eine Spaltbildung auf.

Es konnten vier Formen der Spaltbildung unterschieden werden:
Eine schlitzartige Spaltbildung, die nicht auf der ganzen Lénge der Implantatseite zu se-
hen war, da der Spalt durch den Abrieb verdeckt war.
Eine schmale Spaltbildung, die auf der ganzen Linge der Implantathorizontalen sichtbar
war.
Eine lumenartige Spaltbildung, die eine deutlich groBere Fliche im Schliff einnahm.
Eine groe Lumenbildung, die die groite Fliche des Lumens im Vergleich zu den anderen
Spaltformen ergeben hat.

Die Spaltenformen wiesen nur anteilig Zellreste und Abrieb auf.

Bei der eingehenden Untersuchung der Priparate konnte festgestellt werden, dass ein unter-
schiedliches Ausmal} der Bindegewebskapselbildung und ein deutlicher Unterschied zwischen
der beschichteten und der unbeschichteten Implantatseite bestand.

Die Fremdkorperkapseln und ihr Aufbau sind in der unbeschichteten und der PDLLA Grup-
pe sowohl auf der beschichteten als auch der unbeschichteten Implantatseite etwa gleich und
somit homogen strukturiert gewesen.

Bei der Van Kossa/Safranin O’-Firbung konnten keine mineralisierten Knochen- und Knor-
pelgewebe, keine Mineralisationsfronten und ebenso keine Ossifikationsherde iiber der be-
schichteten Implantatseite nachgewiesen werden.

IGF-I und TGF-f1 fiihrt zu keiner heterotopen Ossifikation. Die beiden WFs IGF-I und
TGF-B1 fordern lediglich die Bindegewebsfaserbildung auf der beschichteten Seite der
Fremdkorperkapsel im Vergleich zur unbeschichteten Seite sowie im PDLLA und unbe-
schichteten Gruppenvergleich. Jedoch fiihrt die nur etwas erhohte Kapselfliche der be-
schichteten Seite nicht zum Verlust des homogenen Charakters der Kapsel.

BMP-2 induziert keine heterotopen Ossifikationen. Allerdings fordert BMP-2 die Bindege-

websfaserbildung auf der beschichteten Seite der Fremdkorperkapsel verglichen mit der ge-
geniiberliegenden Seite und im Gruppenvergleich insgesamt. Dadurch ist nicht nur die Kap-
selflache der beschichteten Seite deutlich erhoht, sondern diese Strukturen sind zudem hete-
rogener.
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4. Diskussion
4.1  Allgemeines

Als Résumé der vorliegenden standardisierten Untersuchung ergibt sich, dass es nach dem
Einsatz der Wachstumsfaktoren IGF-I, TGF-B1 und BMP-2 iiber eine lokale Applikation von
PDLLA-beschichteten Titanimplantaten zu keinen heterotopen Ossifikationen kommt. Aller-
dings kommt es zu einer stirker ausgeprigten Fremdkorperkapselbildung auf der beschichte-
ten Implantatseite. Der lokale Nebeneffekt durch die lokale Applikation der genannten WFs
von PDLLA-beschichteten Titanimplantaten beschrinkt sich in dieser Untersuchung somit le-
diglich auf eine erhohte Fremdkorperreaktion in Form einer vermehrter Bindegewebsbildung
auf der beschichteten Implantatseite abhingig vom verwendeten WF in der hier verabreichten
Dosis. Weitere lokale Nebeneffekte wurden nicht festgestellt.

4.2 Versuchsmodell

Die Versuche am Schaf vorzunehmen, war eine sinnvolle Abstimmung mit dem Versuch
G0110/00 (Bio-Cage II) und G0282/00 (Bio-Cage III) von Dr. med. Kandziora, Unfall- und
Wiederherstellungschirurgie. Dies war unter der obigen Versuchsnummer vom Landesamt fiir
Gesundheit und technische Sicherheit Berlin genehmigt worden. Beide Versuchseinheiten zu
koppeln war moglich, da keine Korrelation zur Weichteilstudie zu befiirchten war. Fiir den
Sitz der Implantate der vorliegenden Studie war eine gro3e Kontaktfliche zum Muskelgewe-
be erforderlich. Es bot sich der M. sternocleidomastoideus an. Dieser Muskel wurde fiir die
Versuche von Dr. med. Kanziora beim Zugang zur Halswirbelsdule fiir die Bio-Cage-Implan-
tation freigelegt und verfiigt iiber eine ausreichende Kontaktfliche fiir die Implantate. Ent-
sprechend war keine weitere Incision an anderer Stelle erforderlich und die Tiere wurden
nicht zusétzlich belastet.

Aus der Literatur sind iiberwiegend Rattenmodelle fiir Weichteilstudien bekannt. Dabei wird
mit Gesamttierzahlen von 20, 25, 45, aber auch 56 und 64 Tieren gearbeitet (Yamazaki et al.,
1996; Kusumoto et al., 1997; Oda et al., 1997; Yoshida et al., 1998; Liang et al., 2005; Na-
gai et al., 1999; Vehof et al., 2001; Sugiyama et al., 2007). Um diese Untersuchungen jedoch
am Kleintiermodell vorzunehmen, hitten die Implantate an mehreren Korperregionen platziert
und damit mehr Gewebe traumatisiert werden miissen. Das Kleintier wire in dieser Studie
einer wesentlich hoheren Belastung ausgesetzt gewesen als ein Groftier. In diesem Fall konn-
te die Implantate in nur einen Muskel eingesetzt und dieser nach Tétung im ganzen entnom-
men werden. Das erleichterte die Praparatentnahme zur weiteren Bearbeitung und diente ins-
gesamt der standardisierten Versuchsdurchfithrung. In jeweils 3 Tiere pro Gruppe wurden 4
Implantate in den Muskel eingesetzt. So ergab sich eine Gesamtanzahl von 12 Implantaten
pro Gruppe. Insgesamt wurden 48 Implantate verwendet, so dass fiir die anschlieBende Aus-
wertung ausreichend Implantate einer zu untersuchenden Gruppe zur Verfiigung standen. Aus
diesem Grund waren 12 Schafe fiir diese Studie v6llig ausreichend, um qualitative Schluss-
folgerungen zu erzielen.

Diese Versuchsdurchfiihrung basiert insgesamt auf der Rechtsgrundlage des Tierschutzgeset-
zes (explizit: § 2, §4; §5 - 9a; §18).
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4.3 Zeitdauer der Versuche

Um diesen Langzeiteffekt der mit WFs beschichteten PDLLA-Implantate im Weichteilgewe-
be zu priifen, wurden sie 12 Wochen im Muskelgewebe belassen.

Es ist davon auszugehen, dass nach 12 Wochen alle Regenerations- und Reparationsprozesse
im Weichteilgewebe abgeschlossen sind. Nach Literaturangaben haben lokale Applikationen
von WFs zeitabhingig heterotope Ossifikationen im ektopen Rattenmodell induziert (Urist,
1965; Wang et al., 1990; Yamazaki et al., 1996; Kusumoto et al., 1997; Yoshida et al., 1998;
Okubo et al., 2000; Vehof et al., 2001; Kroese-Deutman et al., 2005; Liang et al., 2005; Hou,
et al., 2007).

In Vorarbeiten wurde die Wirkung der WFs von PDLLA-beschichteten Implantaten nach 28,
42 und 84 Tagen untersucht. Dabei konnte die positive Wirkung der WFs auf die Frakturhei-
lung festgestellt werden. Basierend auf diesen Erfahrungen, schien es sinnvoll, fiir die Weich-
teilstudie den Zeitpunkt nach 84 Tagen zu wihlen, um vergleichbare Vorgaben beriicksichti-
gen zu konnen.

Im Hinblick auf die histologischen Daten war der Zeitraum von 12 Wochen gut gewihlt, da
die Implantate im Muskelgewebe vollstindig verwachsen waren und entsprechend problemlos
verarbeitet werden konnten.

44  Rontgen

Auf den Rontgenaufnahmen beim dorso-ventralen Strahlengang, war die Halsregion am bes-
ten zu befunden. Das Muskelgewebe, das dem Implantat direkt anlag, war {ibersichtlich dar-
gestellt, so dass etwaige Ossifikationsherde in der beschichteten Implantatregion gut zu ent-
decken gewesen wiren. Dies gelang zwei unabhédngig voneinander arbeitenden Radiologen
nicht, d. h. ein Mineralisationsherd oder eine heterotope Ossifikation wurde rontgenologisch
nicht nachgewiesen.

Im Einwachsverhalten der Implantate in das Muskelgewebe konnten kein Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Gruppen festgestellt werden. Aus radiologischer Sicht kann folglich da-
von ausgegangen werden, dass die lokale Applikation der WFs von PDLLA-beschichteten
Implantaten zu keiner Ossifikation fiihrt, die rontgenologisch nachweisbar ist.

4.5  Fluorochrommarkierung

Fiir die Fluoreszenzmarkierung wurde der Sequenzmarker Xylenol-Orange gewihlt. Er hat
sich zum Nachweis einer Neumineralisierung im Knochengewebe bewihrt (Weiler et al.,
2002; Pautke et al., 2005; Pautke et al., 2007) und ist speziell fiir die monochrome Sequenz-
markierung geeignet (Rahn und Perren, 1971). Der Sequenzmarker lagert sich direkt nach der
Applikation im neumineralisierten Gewebe ein. Aus diesem Grund wurde der Fluoreszenz-
farbstoff in dieser Studie zwei Tage vor der Totung appliziert, da der Mineralisationszeitpunkt
nach 12 Wochen untersucht werden sollte. Mit dieser Methode sollten etwaige heterotope Os-
sifikationen im Muskelgewebsschliff nachgewiesen werden. Native Knochenschliffe dienten
als Kontrollgewebe der erfolgreichen Einlagerung des Markers im Knochen. Die Auswertung
der Muskelschliffpriparate erfolgte sowohl iiber Durchlicht- als auch Fluoreszenzmikrosko-
pie, da die Préparate eine starke Eigenfluoreszenz besalen. Auf diese Weise konnten Artefak-
te ausgeschlossen werden. In der Studie wiesen die nativen Knochenschliffpriparate eine er-
folgreiche Sequenzmarkierung durch fluoreszierendes, neumineralisiertes Gewebe auf.
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In den Muskelschliffpriparaten konnten dagegen in keiner der vier Gruppen Fluoreszenzen
gefunden werden. Dies lisst die Schlussfolgerung zu, dass keine Mineralisationsherde und
somit keine heterotopen Ossifikationen durch die lokale Applikation der WFs von PDLLA-
beschichteten Implantaten hervorgerufen werden.

4.6  Histomorphologie

Mineralisationen und Bindegewebsreaktionen im Gewebe um die Implantatregion sollten his-
tomorphologisch aufgedeckt werden. Deswegen war es wichtig, eine moglichst groe Kon-
taktfliche zum Muskelgewebe fiir die Auswertung zu gewinnen. Dazu wurden die Implantate
im Muskelgewebe belassen und im Kunststoffpolymer Technovit 9100 eingebettet. Es wur-
den Liangsschnitte des Muskelschliffpriparates hergestellt. So konnten auf der gesamten Lin-
ge des Implantates mogliche heterotope Ossifikationen und Bindegewebsreaktionen deutli-
cher dargestellt werden und sowohl auf der beschichteten als auch unbeschichteten Implantat-
seite die Einheilung beurteilt werden. Querschliffe wurden nicht angefertigt, da nur eine ge-
ringe Fliche der beschichteten und unbeschichteten Implantatseite zur Beurteilung vorhanden
gewesen ware.

Immunhistologische Farbungen konnten nicht vorgenommen werden. Zu diesem Zweck hitte
eine Parafineinbettung erfolgen miissen, was die Entfernung der Implantate aus dem Muskel-
gewebe erforderlich gemacht hitte. Dabei wire das Weichteilgewebe zerstort worden. Aus je-
dem Titanimplantat wurden mehrere Schliffe gewonnen und ein reprédsentatives Préparat da-
von ausgewertet. Die Dicke betrug im Durchschnitt 140 um, da sich in Vorversuchen gezeigt
hatte, dass die Implantate bei dieser Schliffdicke im Muskelgewebe stabil eingebettet bleiben.
In der Literatur ist fiir Knochenschliffpriparate aufgrund der groeren Stabilitdt der Praparate
lediglich eine Dicke von 80 um angegeben (Weiler et al., 2002; Schmidmaier et al., 2002b).

In der eigenen Studie konnten wegen der hohen Schliffdicke keine Zelldifferenzierungen vor-
genommen werden. Ziel war es jedoch, das Gewebe und die Strukturen zu differenzieren, um
gegebenenfalls heterotope Ossifikationen, etwaige Mineralisationen sowie Bindegewebsreak-
tionen zu untersuchen. Mit der Firbung sollten Mineralisationsfronten festgestellt werden.
Die Van Kossa/Safranin O” Farbung ist eine bewéhrte Kontrastfarbung. Durch Schwirzung
werden Mineralisationen im Gewebe kenntlich. Die Masson-Goldner-Firbung, die ebenfalls
zur Darstellung von mineralisiertem Gewebe (lichtgriin) verwendet wird, hatte sich in Vor-
versuchen bei der Farbung der Kunststoffschliffe nicht bewihrt. Die Muskelschliffpraparate
zeigten iiber der beschichteten Seite nach Van Kossa/Safranin O’-Féarbung nicht die {ibliche
Schwarzfirbung mineralisierten Knochen- und Knorpelgewebes, so dass Mineralisations- und
Ossifikationsherde im Muskelgewebe auszuschlieBen waren.

Bei der Durchsicht der Préparate fielen in Gruppe I-III Einzelschliffe auf, die an den Randbe-
reichen der Implantate erhohte Zelllagenanteile aus Bindegewebsfasergewebe aufzeigten und
zum Teil in die Umgebung ausstrahlten. Dieses Phdnomen wurde beschrieben, aber bei den
Auswertungen der Priparate keine Bedeutung beigemessen, da diese vermutlich durch die
nicht ganz einfache und dadurch notwendige mehrmalige Platzierung der Implantate am glei-
chen Ort im M. sternomastoideus entstanden waren und beim Heilungsprozess zu verstérkter
Bindegewebsfaserbildung gefiihrt haben.
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Bei der histomorphologischen Betrachtung wurden auch 4 Formen der Spaltbildung festge-
stellt. Diese Beobachtungen wurden in den Ergebnissen mitaufgefiihrt. Allerdings wurde
diese nicht bewertet, da diese mit gro3ter Wahrscheinlichkeit auf den histologischen Auf-
arbeitungsprozess zuriickzufiihren sind.

Bei der Auswertung im Durchlichtmikroskop stellte sich ebenfalls heraus, dass die Muskel-
schliffpriparate als Folge des Sidgevorgangs von einem starken Abrieb geprigt waren, wie aus
der Schwirzung im Schliff zu erkennen war. Dieses Phinomen wurde histologisch als Arte-
fakte befundet und nicht bewertet.

In der Studie war es in jeder der vier Gruppen zu einer Fremdkorperreaktion in Form einer
Fremdkorperkapselbildung gekommen, deren Ausmal von der Beschichtung der Implantate
bestimmt wurde. Die Fremkorperkapselausbildung der PDLLA-beschichteten Titanimplantate
war auf beiden Seiten gleichgro und gleichméBig ausgeprigt. Ihre Ausdehnung entsprach
dem Ausmal der reinen Titanimplantate, so dass bei beiden Gruppen von einer homogenen
Fremdkorperkapselbildung gesprochen werden kann. Die mit TGF-f31 + IGF-I-beschichten
Titanimplantate wiesen dagegen auf der beschichteten Seite bei fiinf Préparaten einen erhoh-
ten Anteil von Bindegewebsfasern auf, ohne dass sie die homogene Struktur der Bindege-
webskapsel verloren. Die BMP-2-beschichteten Implantate waren jedoch durch ein heteroge-
nes Bild der Kapsel geprigt. Das Ausmal} der Bindegewebskapsel differierte dabei zur unbe-
schichteten Gegenseite und zu den Gruppen I-11I.

4.6.1 Vergleich mit anderen Studien

Die Implantation von Trigermaterial wie Stahl, Titan und auch biodegradierbaren Materia-
lien, wie PDLLA als synthetisches Polymer, rufen im Organismus eine Fremdkdorperreaktion
hervor. Das Ausmal dieser Reaktion ist abhidngig von den Materialeigenschaften. Dazu zéhlt
die Féahigkeit der Verstoffwechslung, die Degradationsweise sowie auch seine Resorbierbar-
keit im Organismus. In zahlreichen Studien haben sich sowohl Titan- als auch PDLLA-Im-
plantate als gleichwertig in der Gewebsreaktion erwiesen. Sie zeigen insgesamt ein inertes
Einwachsverhalten entweder in Form einer milden Bindegewebskapselbildung und nur niedri-
gen Zellinfiltrationen oder so gut wie keine bzw. vollig fehlende Entziindungs- und Fremd-
korperreaktionen (Torgersen et al., 1995a; Nazzal et al., 2006; Kontio et al., 2005; Rasse et
al., 2007). In dieser Studie konnte ebenfalls deutlich gemacht werden, dass sich PDLLA-be-
schichtete Titanimplantate gleichwertig zu reinen Titanimplantaten erweisen, indem beide Im-
plantate ein reaktionsarmes Einwachsverhalten im Muskel aufgewiesen haben, das sich ledig-
lich durch eine auf beiden Seite gleichgroB3e und homogene Bindegewebskapselbildung um
das Implantat darstellten.

Ziel der Forschung in der orthopéddischen Chirurgie ist es, diese Fremdkorperreaktionen durch
biodegradierbare Implantate so gering wie moglich zu halten bzw. mdglichst zu vermeiden
(Hoffmann et al., 1997; Weiler et al., 1996). Diese Untersuchung konnte darstellen, dass es
sich bei PDLLA-Beschichtungen um einen reaktionsarmen Wirkstofftrager handelt, der le-
diglich zu milden Fremdkorperreaktionen fiihrt.

Bekannt ist, dass BMP-2 eine heterotope Ossifikation in verschiedenen Geweben auslosen
kann (Pajamiki et al., 1993; Okihana und Yang, 1997; Yamamoto et al., 1998; Kato et al.,
2006). Okubo et al. (2000), Wang et al. (1990) und Yoshida et al. (1998) fanden heraus, dass
BMP-2 vor allem in Muskeln ein besonders hohes osteoinduktives Potential aufweist, weil
giinstige Bedingungen wie Gefafreichtum, hoher O,-Partialdruck, sowie eine Differen-
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zierungsneigung der Mesenchymzellen vorherrschen. Aus der Literatur ist bisher nicht be-

kannt, ob eine heterotope Ossifikation durch die Wachstumsfaktoren TGF-f31und IGF-I in-
duziert werden kann.

In dieser Studie konnte eindeutig gezeigt werden, dass durch die lokale Applikation der WFs
TGF-B1 und IGF-I keine heterotopen Ossifikationen im Weichteilgewebe ausgelost werden.
Zahlreiche in vivo Studien haben jedoch gezeigt, dass TGF-B1 + IGF-I in der Lage sind, das
Muskelzellgewebe zu beeinflussen sowie die Muskelregeneration zu stimulieren (Florini et
al., 1991; Johnson und Allen, 1990; Liu und Derynck, 2004; Menetrey et al., 2000; Pelosi et
al., 2007). Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie kann angenommen werden, dass WFs von
einem PDLLA-beschichteten Implantat freigesetzt die Bindegewebsfaserbildung anregt. Ge-
stiitzt wird dies auch durch Untersuchungen, die zeigen konnten, dass die WFs bei der Wund-
heilung mitentscheidend sind (Mustoe et al., 1987; Kratz et al., 1994; Sommer, et al., 1991;
Pierre et al., 1997; Suh et al., 1992; Ashcroft et al., 1999; Yang et al., 2007). Entsprechend
kann angenommen werden, dass durch die lokale Applikation der WFs von einem Wirkstoff-
triager in die physiologische Regenerations- und Reparationskaskade des Organismus einge-
griffen wird und dies zur vermehrten Bindegewebsfaserbildung fithren kann abhéngig vom
eingesetzten WF.

Die eigenen Ergebnisse zeigen aber auch, dass BMP-2 im Vergleich zur TGF-f31 und IGF-I
Gruppe sowie zur PDLLA und unbeschichteten Gruppe eine intensivere Bindegewebsbil-
dung im Muskelgewebe im Rahmen der Fremdkorpergranulombildung auslost. Die Fremd-
korperreaktion durch die 3 iibrigen Gruppen fallen somit eindeutig milder aus. Aus der Lite-
ratur ist bereits bekannt, dass BMP-2 zahlreiche Gewebe beeinflusst (Wang et al., 1990; Ya-
maguchi et al., 1991) und in der Lage ist, die Differenzierungsrichtung der mesenchymalen
Zellen zu bestimmen (Katagiri et al., 1994). In dieser Studie konnte das osteoinduktive Poten-
tial von BMP-2 im intramuskuléren Gewebe nicht bestétigt werden, da keine heterotopen Os-
sifikationen ausgeldst worden sind. In diesem In vivo Modell hat BMP-2 auch nicht die Dif-
ferentierungsrichtung der mesenchymalen Zellen der Muskelzellen zur Osteoblastendifferen-
zierung stimmuliert. Es ist lediglich zu einer erhohten Bindegewebsfaserbildung und damit zu
einer stirker ausgegrigten Bindegewebskapselbildung auf der beschichte Implantatseite ge-
kommen. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass heterotope Ossifikationen durch die Ver-
wendung von derartig BMP-2 beschichteten Implantaten ausgeschlossen werden konnen. Al-
lerdings bedarf es weiterer Studien, um eine absolut nebeneffektfreie Anwendung dieser Im-
plantatbeschichtungen in der unfallchirurgieschen Praxis sicherstellen zu kdnnen.
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4.7 Dosis

In dieser Arbeit wurden die Wachtumsfaktoren rhIGF-1 und thBMP- 2 in einer Dosis von 50
ug {5% w/w} und fir hTGF-B1 von 10 ug {1% w/w} appliziert. Dies basiert auf vorherge-
henden Studien am Tiermodell der Ratte. Dabei konnte die Frakturheilung beschleunigt wer-
den und durch BMP-2 zusitzlich die biomechanische Steifigkeit erhoht werden (Schmidmaier
et al., 2001a; Schmidmaier et al., 2002a).

In dieser Studie sollten mogliche, negative Effekte auf das Weichteilgewebe in Verbindung
zur 0. g. Dosis untersucht werden. Aus den Ergebnissen lésst sich schlieen, dass diese ver-
wendete Dosis der WFs bei der Applikation von Poly (D,L-Laktid)-beschichteten Titanim-
plantaten keine heterotope Ossifikation im Weichteilgewebe induziert. Die Dosis reicht ledig-
lich dazu aus eine vermehrte Bindegewebsfaserbildung auszuldsen.

4.7.1 Vergleich mit anderen Studien

Aus zahlreichen Studien ist bekannt, dass die WFs die Fraktur- und Knorpeldefektheilung
positiv beeinflussen. (Welch et al., 1998; Toriumi et al., 1991; Sellers et al., 1997; Gerhart
et al., 1993; Meinel et al., 2001; Blumenfeld et al., 2002; Friesbie et al., 2006; Chu et al.,
2007). Die o. g. WFs insgesamt effizient in der chirurgischen und orthopédischen Praxis ein-
zusetzen, ist jedoch bis heute noch schwierig, da sowohl bei der Dosis als auch im Tiermo-
dell noch keine einheitlichen Bedingungen geschaffen sind. Allerdings kann aus verschiede-
nen Arbeiten eine klare dosisabhingige Wirkung der WFs bezogen auf die Frakturheilung
angenommen werden.

Noda et al. (1989) beschreiben, dass die tagliche TGF-31 Applikation iiber einen Zeitraum
von 12 Tagen mit den Dosen 1000, 200 und 50 ng in die rechte Seite des parietalen Knochens
zu signifikanten Dickenunterschieden bei der gro3ten und mittleren Dosis im Vergleich zur
unbehandelten Seite fiihrt. Die tigliche Applikation von IGF-I iiber einen Zeitraum von 14
Tagen in einer Dosis von 2 mg per subkutaner osmotischer Infusionspumpe ergab ebenfalls
eine Beschleunigung der intramembrandsen Knochendefekteheilung bei sogenannten ,,critical
size“- Defekten an der Schidelkalotte bei adulten weiblichen Sprague-Dawley Ratten (Thaller
et al., 1993). Zegzula et al. (1997) zeigten an der radialen Diaphyse von New Zealand White
Kaninchen anhand von unilateralen ,,critical size“ Segmentaldefekten zum Zeitpunkt von 4
und 8 Wochen radiologisch eine signifikant hohere Knochenbildung bei einer Dosis von 35
und 70 ug im Vergleich zu 17 ug und zur unbehandelten Gruppe. Auch Schimadle et al.
(1995) erzielten sowohl radiologisch als auch histologisch bei der hoher dosierten BMP-
Gruppe eine erhohte Knochenfusion mit groBeren Anteilen trabekulidrer Knochenstrukturen.
Diese dosisabhéingige Wirkung der WFs fiir die Frakturheilung hat sich auch in zahlreichen
anderen Studien immer wieder deutlich gezeigt (Miura et al., 2002; Sumner et al., 2003;
Broderick et al., 2005; Fukumoto et al., 2003; Kandziora et al., 2003; Tatakis et al., 2002;
Sumner et al., 2004; Faria et al., 2007).

Aus der Literatur geht hervor, dass verschiedene Dosen von BMP-2 am Rattenmodell zu he-
terotopen Ossifikationen fithren und das bereits in relativ niedriegen Dosen von 0,5 ug, 5 ug
und auch 50 ug, stets in Abhéngigkeit zum verwendeten Carrier (Wang et al., 1990; Okubo et
al., 2000; Yoshida et al., 1998; Nakagawa et al., 2001; Oda et al., 1997). Uber heterotope Os-
sifikationen, ausgelost durch die WFs TGF-f31 und IGF-I, gibt es keine Informationen. In die-
ser Arbeit hat die lokale Applikation der WFs von PDLLA-beschichteten Implantaten zu kei-
ner heterotopen Ossifikation gefiihrt. Allerdings ist es bei den mit WFs beschichteten Implan-
taten auf der Beschichtungsseite zu einer verstirkten Fremdkorperreaktion in Form einer ver-
mehrten Bindegewebsbildung gekommen.
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Die im Tiermodell erzielten Ergebnisse lassen auch hier eine klinische Ubertragbarkeit hin-
sichtlich der dosisabhéngigen Wirkung der mit WFs beschichteten Implantate im Muskelge-
webe vermuten. Diese Untersuchung ldsst den Schluss zu, dass die hier verwendetete Dosis
dieser WFs von PDLLA-beschichteten Implantaten nicht ausreicht, eine Ossifikation im Mus-
kelgewebe hervorzurufen. Jedoch war eine Wirkung im Weichteilgewebe durch die erhdhte
Bindegewebskapselbildung festzustellen. Es ist daher anzunehmen, dass durch die lokale Ap-
plikation der WFs von einem Wirkstofftrager diese Dosis ausreicht die Bindegewebsfaserbil-
dung anzuregen, um so eine verstirkte Fremdkorperkapselbildung im Muskelgewebe auszu-
16sen. Diese Erkenntnis ldsst die Vermutung zu, dass die hier eingesetzten WF ihre osteoin-
duktive Wirkung direkt am frakturierten Knochen entfalten, aber keine heterotopen Ossifika-
tionen als Nebeneffekte im Weichteilgewebe zu erwarten sind. Die Verwendung derart mit
WFs-beschichteten Implantate in der unfallchirurgischen Praxis wiirde einen gezielten Einsatz
der WFs fiir die Frakturheilung ermdglichen, ohne dass es zu Ossifikationen im Weichteilge-
webe kommt. Die postive Wirkung der WFs auf die Frakturheilung wird bereits ansatzweise
in der unfallchirugischen Praxis genutzt, jedoch ist es bisher noch nicht gelungen, die positive
Wirkung am gewiinschten Ort vollstindig von den unerwiinschten Nebeneffekten zu entkop-
peln. Die in dieser Untersuchung ermittelten Ergebnisse sollten dazu genutzt werden weitere
Studien anzuregen, um dem Ziel der nebeneffektfreien Anwendung derartiger Trigermateri-
alien ndherzukommen. Damit zukiinftig die exakte Dosis ermittelt werden kann, die nur den
erwiinschten Effekt hervorruft.
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4.8 Applikationsmethode

In dieser Studie erfolgte die Applikation mittels einer Poly (D,L-Laktid)-Beschichtung von
Titanimplantaten. Hierbei wurden 50 pg (5% {w/w}) von BMP-2 und IGF-I sowie 10 ug
(1% {w/w}) von TGF-f1 mit der von Schmidmaier entwickelten Kaltiiberzugstechnik mit
PDLLA (100 mg/1,5 ml Chloroform) verbunden und auf die Plittchen aufgetragen.

Ein Kriterium fiir die Auswahl der Applikationsmethode der WFs von PDLLA-beschichteten
Titanimplantaten war vor allem, die Ergebnisse mit denen im Vorfeld durchgefiihrten Studien
vergleichen zu konnen (Schmidmaier et al., 2001a; Schmidmaier et al., 2002a).

Ein weiteres Kriterium fiir diese Art der Applikationsmethode war die Tatsache, dass die Her-
stellung und Einarbeitung der WFs zum Zeitpunkt der Versuche (August - Dezember 2001)
noch iiberwiegend zu Forschungszwecken erfolgte und der Einsatz der WFs mit enormen
Kosten verbunden war. Deshalb musste man sich auf die Einarbeitung der WFs in die Titan-
implantate beschrdanken, ohne zusétzliche intramuskuldre WFs-Applikationen in eine Muskel-
tasche in die Versuchsreihe miteinbringen zu konnen, um diese ebenso auf heterotope Ossifi-
kationen und Bindegewebsreaktionen zu untersuchen.

Diese Arbeit ist eine Kontrollstudie fiir die lokale Applikationsweise von Wachstumsfaktoren
auf PDLLA-beschichteten Implantaten, um mdogliche negative Effekte der WFs unter Be-
riicksichtigung der lokalen Applikationsweise zu untersuchen.

4.8.1 Vergleich mit anderen Studien

Einen Tréagerstoff auszuwihlen, der fiir Wachstumsfaktoren dienen konnte, ist von seiner
Biokompatibilitat, Freisetzungskinetik, mechanischen Stabilitit sowie Implantathaftung ab-
héngig. In zahlreichen Sdugetiermodellen sind bereits verschiedene Materialtypen wie Kolla-
genschwdmme, demineralisierte Knochenmatrix, Keramiken und synthetische Polymere als
Wirkstofftrager fiir Wachstumsfaktoren getestet worden (Winn et al., 1999a; Hollinger und
Leong, 1996; Agrawal et al., 1997).

Es ist hinreichend bekannt, dass der Einfluss der WFs entscheidend vom verwendeten Wirk-
stofftriger abhiingt. Winn et al. (1999) geben die Freisetzung des Wachstumsfaktors BMP-2
von einer demineralisierten Knochenmatrix mit einem vollstindigen Schub an, auf die eine
sich anschlieBende irreversible Bindung folgt.

Bei Kollagenschwidmmen wurde von einer schnellen aber nicht kontinuierlichen Freisetzung
der Substanzen berichtet (Bouxsein et al., 2001; Sorensen et al., 1990).

Schmidmaier (1997) hat sich mit der Entwicklung eines biodegradierbaren Poly (D,L-Lak-
tids) beschiftigt, das eine kontinuierliche Freigabe von WFs garantierte. Es zeichnete sich
durch eine besonders hohe mechanische Stabilitét aus und konnte dadurch sehr gut als Tréager-
stoff fiir WFs dienen. In weiteren Studien wurden die Wachstumsfaktoren TGF-31 und IGF-I
in Kombination sowie BMP-2 einzeln eingearbeitet und die Wirkung von biologisch aktiven
Implantaten auf die Frakturheilung bei der Ratte untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die Verwendung einer PDLLA-Beschichtung einen positiven Einfluss auf die Fraktur-
heilung ausiibt und keinerlei Hinweise auf systemische oder lokale Nebeneffekte hindeuten
(Schmidmaier et al., 2001a; Schmidmaier et al., 2002a). Auch in andern Studien konnte die
PDLLA-Beschichtung ihren positiven Effekt auf die Frakturheilung unter Beweis stellen, mit
entweder nur milden Nebeneffekten oder ohne Nebeneffekte auszuldsen (Kontio et al., 2005;
Al-Sukhun et al., 2006; Rasse et al., 2007)
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Das PDLLA-Beschichtung sowie eine mit WFs beschichtete PDLLA-Beschichtung einer
reinen Titanoberfldche iiberlegen ist, konnte bereits in den Vorarbeiten bewiesen werden
(Schmidmaier et al., 2000; Schmidmaier et al., 2001b). Auch anderen Studien haben diese
Ijberlegenheit darstellen konnen (Wildemann, et al., 2004a; Wildemann, 2005; Lamberg et
al., 2006).

Es hat sich gezeigt, dass heterotope Ossifikationen und Fremdkdrperreaktionen in Form von
Bindgewebskapselbildung carrierabhédngig sind. In zahlreichen ektopen Rattenmodellen im
Unterhaut- und Muskelgewebe konnten heterotope Ossifikationen durch verschiedene Wirk-
stofftrager mit BMP-2 kombiniert ausgelost werden (Sasano et al., 1993; Vehof et al., 2001;
Lui et al., 2005; Kato et al., 2006).

In dieser Untersuchung durch die lokale Applikation von BMP-2 auf PDLLA-beschichteten
Titanimplantaten im Muskelgewebe konnte dieses Phinomén nicht festgestellt werden. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass PDLLA im Muskelgewebe keine heterotopen Ossifi-
kationen in Kombination mit BMP-2 forciert, jedoch auf der Frakturseite die Knochenheilung
beschleunigt. Die Kopplung von BMP-2 und PDLLA-bschichteten Implantaten reicht ledig-
lich dazu aus eine erhohte Fremdkorperreaktion in Form von Bindegewebskapselbildungen
auszulosen. Weitere lokale Nebeneffekte sind nicht aufgetreten.

In der Studie konnte jedoch deutlich gemacht werden, dass die Wirkung der WFs nicht nur
vom Wirkstofftrager abhingig ist, sondern dass auch eine Abhéngigkeit zum Applikationsort
besteht, was sich in den Ergebnissen dieser Studie wiederspiegelt. Der Einfluss der WFs auf
das Muskelgewebe ist hinreichend bekannt. Ebenso weifl man, dass in den Muskel einge-
brachte Kollagenschwimme und demineralisierte Knochen mit BMP-2 verbunden heterotope
Ossifikationen verursachen (Winn et al., 1999). In diesem Fall blieben die heterotopen Ver-
knocherungen aus. Der einzige Nebeneffekt beim Einsatz derartig beschichtete Implantate be-
schrinkt sich lediglich auf eine iiberschieBende Fremdkorperreaktion je nach eingesetztem
WEF.

Fiir die unfallchirurgischen Praxis ergeben sich daher folgende Uberlegungen aus diesen Er-
gebnissen. Zur Minimierung von Nebeneffekten sollten derartig beschichtete Implantate im
zukiinftigen, klinischen Einsatz moglichst genau positioniert werden und direkt dem Kno-
chengewebe aufliegen kdnnen, so dass die WFs ihre Wirkung lediglich am gewiinschten Ziel-
gewebe, dem Knochengewebe, entfalten konnen und so die positive Wirkung der WFs auf die
Frakturheilung nutzbar gemacht werden kann.

In jedem Fall sollten diese Ergebnisse dazu verwendet werden weitere Studien anzuregen, da-
mit Trigerstoff dahingehend verbessert werden, dass eine nebeneffektfreie Verwendung zu-
kiinftig moglich sein wir.

PDLLA-Beschichtungen als Wirkstofftrager fiir WFs stellen in diesem Zusammenhang eine
gute Anwendungsalternativ zu anderen Trigermaterialien dar, weil diese einen fast nebenef-
fektfreien Einsatz ermoglichen gekoppelt mit den positiven Effekten fiir die Frakturheilung.

Weitere Vorteile fiir den Einsatz in der unfallchirurugischen Praxis liegen in der schnellen
und einfachen Herstellung der zu beschichteten Implantate durch die von Schmidmaier ent-

wickelte Kaltiiberzugstechnik.

Der Einsatz der Applikationsmethode in der Frakturbehandlung bedarf keines zusétzlichen
Aufwandes, so dass diese Methode einfach verwendet werden kann.
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Die Beschichtung zeichnet sich durch ihre gute Bioverfiigbarkeit und hohere Biokompatibi-
litdt im Vergleich zu anderen synthetischen Polymeren aus, folglich liegt eine gute Gewebe-
vertraglichkeit vor. Die lokale Applikation der WFs von PDLLA-beschichteten Implantaten
entfaltete ihre Wirkung direkt am Freisetzungsort, ohne eine heterotope Ossifikation im
Weichteilgewebe hervorzurufen, so dass eine gezielte Anwendung lediglich am gewiinschten
Einsatzort, dem frakturierten Knochen, moglich ist, um die Heilung positiv zu beeinflussen.

Fiir die Wahl der lokalen Applikationsmethode sprechen gleichfalls wirtschaftliche Griinde,
da geringe WFs-Dosisbereiche ausreichen, um sowohl eine positive Wirkung zu erzielen als
auch mit dem Trigerstoff PDLLA verbunden zu werden. Die einfache Herstellung verursacht
keine hohen Produktionskosten. Beim klinischen Einsatz entstehen ebenfalls keine weiteren
Kosten. AbschlieBend lisst sich sagen, dass die lokale Applikationsweise der WFs von
PDLLA-beschichteten Implantaten die Anforderungen eines optimalen Wirkstofftrigers er-
fiillen und somit fiir den klinischen Einsatz durchaus geeignet sind.
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5. Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel meiner Studie war es zu priifen, ob gegebenenfalls heterotope Ossifikationen und Binde-
gewebsreaktionen im Muskelgewebe durch die lokale Applikation der WFs (IGF-1, TGF-f31,
BMP-2) von PDLLA-beschichteten Titanimplantaten am Schafsmodell induziert werden.
Zum Nachweis wurden Rontgen, Fluorochrommarkierung und Histologie eingesetzt. Im be-
sonderen Mafe sollte dabei das Einwachsverhalten der verschiedenen Wachstumsfaktorenbe-
schichtungen nach 12 Wochen untersucht werden, die in Vorarbeiten unterschiedliche Eigen-
schaften gezeigt haben.

Bei den Auswertungen haben sich im besonderen iiberschiessende Bindegewebsreaktionen
gezeigt, sowohl bei der TGF-f1 und IGF-I gekoppelten Gruppe, als auch bei den BMP-2
beschichteten Priparaten. Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass die verwendeten
Wachstumstaktoren die Bindegewebsfaserbildung beeinflussen und anregen. BMP-2 nimmt
bei gleicher Applikationsweise und anteilig gleicher Dosis jedoch einen gro3eren Einfluss auf
die Regenerations- und Reparationskaskade des Organismus. Im Vergleich 16st es eine erh6h-
te und intensivere Bindegewebskapselbildung aus.

Diese Studie ldsst den Schluss zu, dass die verwendete Dosis der eingesetzten Wachstums-
faktoren nicht ausreicht, eine Ossifikation im Weichteilgewebe auszulosen. Allerdings geniigt
die verabreichte Dosis dazu Bindegewebsreaktionen hervorzurufen.

Ebenso hat sich gezeigt, dass heterotope Ossifikationen und Fremdkdorperreaktionen in Form
von Bindgewebskapselbildung carrierabhéingig sind.

Die Verwendung des Trigermaterials PDLLA fiihrt in Kombination mit den WFs TGF-f31,
IGF-I oder BMP-2 nicht zu heterotopen Ossifikationen im Muskelgewebe, jedoch wird eine
erhohte Fremdkorperreaktion abhédngig vom verwendeten WF forciert.

Dariiber hinaus wurde ebenfalls deutlich gemacht, dass die Wirkung der WFs vom Applika-
tionsort abhingig ist. Die derartige lokale Applikation der WFs im Muskelgewebe 16sst keine
heterotope Ossifikation aus, so dass beim gezielten Einsatz dieser Applikationsform die WFs
ihre positive Wirkung direkt am gewiinschten Gewebe, dem frakturierten Knochen, entfalten
konnen, ohne zusitzlich zu heterotope Ossifikationen im Weichteilgewebe zu fiihren.
Allerdings verursacht diese Applikationsweise im Muskelgewebe eine erhohte Bindegewebs-
bildung in Abhéngigkeit vom verwendeten WEF.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass in dieser Untersuchung dargestellt werden konnte,
dass die lokale Applikation der WFs von PDLLA beschichteten Titanimplantaten im Muskel-
gewebe keine heterotopen Ossifikationen ausldsen, jedoch je nach verwendeteten Wachs-
tumsfaktorenbeschichtungen unterschiedlich starke Fremdkorperreaktionen in Form einer er-
hohten Bindegewebskapselbildung ausgeldst werden. Die lokalen Nebeneffekte dieser Appli-
kationsweise bleiben somit auf die erhohte Fremdkorperreaktion in Form einer Bindgewebs-
kapselbildung beschrinkt. Weitere lokale Nebeneffekte wurden nicht festgestellt.

Insgesamt lisst sich aus dieser Untersuchung schlieBen, dass die lokale Applikationsweise der
Wachstumsfaktoren von PDLLA-beschichteten Implantaten die Anforderungen eines optima-
len Wirkstofftragers zu erfiillen scheinen und somit fiir den klinischen Einsatz eine vielver-
sprechende Anwendungsmoglichkeit darstellt.
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5.1 Summary

Examination of ectopic bone formation and connective tissue reaction in muscle tissue
after local application of growth factors (IGF-I, TGF-1 and BMP-2) from poly (D,L-
lactide) coated implants in sheep.

Natalie Palasdies

The growth factors IGF-I, TGF-f31 and BMP-2 showed a stimulating effect on fracture hea-
ling and their cellregulation mechanism in several experimental studies before. The effects of
the application of growth factors on soft tissue have not been completely discovered, yet. The
aim of the present study was to investigate ectopic bone formation and connective tissue re-
action after local application of growth factors (IGF-I, TGF-B1 and BMP-2) from PDLLA
coated titanium implants in sheep.

Titanium discs were implanted in the Musculus sternomastoideus (part of M. sternocleido-
mastoideus) of 12 female Merino-mixed sheep. Sheep were sacrificed for X-ray and histolo-
gical examination after 12 weeks. For histomorphological evaluation 140 um sections were
obtained, stained according to Van Kossa/Safranin O” and examined using fluorescence mi-
croscopy and light microscopy.

Radiological results showed neither local mineralisation nor ectopic ossification or different-
ces in ingrowth behaviour of the implants in muscle tissue. Fluorescence microscopic evalu-
ations didn't yield any local mineralisation in any of the four groups. Histomorphological re-
sults showed no bone or cartilage tissue mineralisation. No local mineralisation and also no
local ossifications over the coated implants were seen. In all specimen connective tissue cap-
sule formation around implants had been build up. Severity of capsule formation depended on
the type of growth factor used.

The results support the hypothesis that growth factors (IGF-1, TGF-1 and BMP-2) stimulated
connective tissue formation. The applied amount did not stimulate heterotopic ossification in
soft tissue. PDLLA coating of implants seems to meet the requirements of a local drug deliver
system. Its use in a clinical setting as a drug carrier seems to be a promising treatment option.
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