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Zusammenfassung

Fiir die zervikale ventrale Spondylodese gilt der autologe trikortikale Beckenkammspann bis
heute als ,,gold standard“. Aufgrund seiner Nachteile, wie zum Beispiel einer hohen
Entnahmemorbiditédt, finden seit vielen Jahren auch alternativ allogene Implantate ihre
Anwendung. Jedoch weisen auch diese Nachteile auf. So kann die Artefaktbildung in
radiologischen Untersuchungen eine Evaluation der Fusion oder die Erkennung von
Tumorrezidiven erschweren. Daher werden stindig neue Materialien auf ihre
Einsatzmdglichkeiten in der Wirbelséulenchirurgie untersucht. Biodegradierbare Implantate
sind hingegen strahlendurchldssig, was Artefakte in der radiologischen Diagnostik
vermindert. Ein weiterer Vorteil ist ihrer biologische Abbaubarkeit, sodass sie keine
Dauerimplantate darstellen. Die vorliegende tierexperimentelle Arbeit beschreibt und
quantifiziert auf histologischer Ebene die Integration eines biodegradierbaren Implantates fiir
die zervikale Spondylodese der Schafswirbelsdule. Hierzu wurde bei 40 Schafen eine
Diskektomie im Segment C3/4 durchgefiihrt, ein Resorbon™ Implantat wurde eingebracht und
dessen Lage durch eine ventrale Verplattung gesichert. Die Tiere wurden in Gruppen zu n=8
aufgeteilt. Die Auswertung der Gruppen I und II erfolgte nach drei Monaten, wobei in der
Gruppe II mit Wachstumsfaktoren beschichtete Implantate zum Einsatz kamen. Die
Auswertung der weiteren Gruppen wurden nach 9, 12 und 24 Monaten (Gruppe III, IV und V)
durchgefiihrt. Eine histomorphometrische und histomorphologische Evaluation erfolgte nach
Aufarbeitung der Proben. In der Frithphase der Nachbeobachtung der Spondylodese konnten
viel versprechende FErgebnisse hinsichtlich Stabilitidt, induzierte Entziindungs- und
Fremdkorperreaktionen evaluiert werden. Das Material Resorbon® verursachte in diesem
Zeitraum nur leichte Fremdkorperreaktionen und keine Osteolysen als Ausdruck einer
tempordr guten Biokompatibilitit und offensichtlich hohen Primérstabilitit. Dagegen
verschlechterten sich die Ergebnisse im Bezug auf Biokompatibilitit (Gewebequalitit,
Fremdkorperreaktion, Osteolysen) im weiteren Beobachtungszeitraum. Aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass die fiir den klinischen Einsatz
relevanten  Materialeigenschaften = wie  Degradationskinetik-/  dynamik, Induktion
inflammatorischer/ immunologischer Reaktionen und allgemeine Biokompatibilitdt noch
weiterer Verbesserungen bediirfen. Daher kann auf Grundlage der vorliegenden Ergebnisse
Resorbon® in der verwendeten Form als Implantat fiir die ventrale Spondylodese an der

Schafshalswirbelsdule nur mit Zuriickhaltung empfohlen werden.
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1 Einleitung

1.1  Klinische Grundlagen der intervertebralen Spondylodese

Die Spondylodese ist eine operative Versteifung (Fusion) zweier oder mehrerer benachbarter
Wirbelkorper. Ziel dieses Eingriffes ist es Fehlstellungen anatomisch zu reponieren,
Einengungen des Spinalkanals zu beseitigen, die Stabilitit verletzter Segmente wieder
herzustellen und eine friihfunktionelle Behandlung zur Abkiirzung der Rehabilitation zu

ermdglichen [10].

Zur operativen Fusion haben sich verschiedene Vorgehensweisen etabliert [2]. So ist es

moglich von ventral [21, 74], dorsal [3, 19, 49] oder auch kombiniert vorzugehen.

Der Vorteil des ventralen Zugangs besteht vor allem im guten und kontrollierbaren Zugang zu
den Wirbelkdrpern, durch die Préparation entlang der Halsorgane ist die Manipulation des
zervikalen Myelons zum Erreichen dieser nicht ndtig. Der dorsale Zugang zeichnet sich

dagegen durch die gute Darstellbarkeit der Neuroforamina aus [10].

Beim ventralen Vorgehen werden nach Hautschnitt und entsprechender Priparation die
Bandscheibe, vorhandene kndcherne Anbauten oder Fragmente entfernt. Ein vorbereitetes
Implantat wird eingebracht und, wenn nétig, die Implantatlage durch eine ebenfalls ventrale
Verplattung gesichert. Dieses Vorgehen, erstmals in den fiinfziger Jahren von Smith und
Robinson [74] und &dhnlich auch von Cloward [21] publiziert, besitzt ein weites

Indikationsspektrum [10, 33].

Beim dorsalen Vorgehen kann nach Hautschnitt iiber dem gewiinschten Segment und
Priparation durch die paravertebrale Nackenmuskulatur die Wirbelsdule von dorsal préapariert
werden. Ist das Ziel des Eingriffes weiter ventral gelegen, erfolgt der anschlieBende Teil der
Operation am Riickenmark vorbei. Ist eine Stabilisierung notwendig, erfolgt diese durch in

die Wirbelkorper eingebrachte Schrauben und Verbindungsstangen.



1.2 Anatomische Grundlagen der unteren humanen Halswirbelsdule

Die untere Halswirbelsdule, bestehend aus den fast rechteckigen Halswirbelkorpern drei bis
sieben, weist einen deutlich engeren, jedoch unterhalb von C3 im Durchmesser relativ
konstanten, Spinalkanal auf. Ventral werden die Wirbelkorper durch das vordere, dorsal durch
das hintere Langsband miteinander verbunden. Ein Teil der Bandscheiben, der Anulus
fibrosus, ist neben den Endplatten der Wirbelkdrper auch mit den Léangsbiandern fest

verbunden.

Die Querfortsidtze der Wirbelkorper, Processus transversi, enden mit einem Tuberculum
anterius und mit einem Tuberculum posterius. Zwischen beiden liegt der Sulcus nervi spinalis
fiir die entsprechenden Spinalnerven. In den Querfortsitzen befinden sich die Foramina
transversaria welche vom sechsten bis zum ersten Halswirbel die Arteria vertebralis fithren.
Diese werden von einem Venengeflecht, der Vena vertebralis begleitet. Die sich dorsal des
Spinalkanals befindlichen Processus spinosi des zweiten bis sechsten Halswirbels sind
gegabelt, der des siebenten Halswirbels vertebra prominens ist nicht gespalten und lénger als

die tibrigen Dornfortsdtze der Halswirbelsdule, daher gut tastbar.

Ist der Spinalkanal zu mehr als 40% durch raumfordernde Prozesse jeglicher Art verlegt oder
sein verbliebener Querschnitt geringer als 8mm, muss von einer Kompression des Myelons
ausgegangen werden [90]. Eine Myelopathie ist die Folge. Im Rahmen der Myelopathie
konnen sowohl die sensiblen, afferenten Bahnen, aber auch die motorischen efferenten
Bahnen sowie die 2.Motoneurone betroffen sein. Die absteigenden Bahnen vermitteln die
Motorik der distalen Extremititenmuskeln. Die Feinmotorik wird iiber die Pyramidenbahnen
und die Motorik der Rumpf- und proximalen Extremitdtenmuskeln iiber die extrapyramidalen
Bahnen vermittelt. In den absteigenden Bahnen verlaufen weiterhin die viszeroefferenten
Fasern und Fasern des vegetativen Nervensystems. Die aufsteigenden Bahnen vermitteln
neben epikritischer Sensibilitdt auch Temperatur-, Schmerzempfinden, Propriozeption und

allgemeine Vizeroafferenzen.

Die Symptome einer Myelopathie sind daher vielfiltig und abhingig vom Ort der
Schéadigung. Sie reichen von pathologischen Reflexen {iber Paresen, Sensibilitéts-, Blasen-
und Mastdarmstdrungen bis hin zur Tetraplegie. Sie kdnnen sich jedoch auch in Ubelkeit,
Schwindel oder Nackenschmerzen dullern [83], weshalb es zu Verwechslungen mit anderen
Verursachern solcher Phédnomene kommen kann. So werden zum Beispiel eher

segmentbezogene Symptome der Myelopathie hiufig mit radikuldren Ursachen verwechselt
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[90] und behandelt.
1.3 Indikation und Haufigkeiten der zervikalen Spondylodese

Eine Spondylodese ist zur Therapie von Instabilititen der Wirbelsdule indiziert, unabhingig
davon, ob sich die Instabilitit mechanisch, zum Beispiel im Rahmen einer posttraumatisch
fortschreitenden Kyphosierung, oder neurologisch, zum Beispiel durch die Folge einer
Myelopathie #ufert. Die Atiologie der Instabilitit ist fiir die Indikationsstellung ebenfalls von
eher untergeordneter Bedeutung, hat jedoch Relevanz beziiglich der Wahl des
Operationsverfahrens und einer eventuell begleitenden konservativen Therapie. Eine
Instabilitidt der Wirbelsdule ist dabei definiert als deren Unfdhigkeit unter physiologischen
Belastungen ihr Gefiige ohne neurologisches Defizit, schwere Fehlstellungen oder

invalidisierende Schmerzen aufrechtzuerhalten [54].

Die Ursachen einer Instabilitit der Wirbelsdule, welche eine Spondylodese erfordern, sind
vielfdltig. Sie konnen zum Beispiel infolge von tumordsen Destruktionen, Degeneration,
Wirbelsdulenoperationen (ventrale Bandscheibenoperationen) oder auch infolge eines
Unfalles (Spalt- wund Berstungsbriiche, verhakte Luxationsfrakturen sowie die
diskoligamentdren Instabilitditen [10]) auftreten. In beiden Fillen kann das
Bewegungssegment instabil werden, was dann eine Spondylodese dieses Segmentes
erforderlich macht. Auch degenerative Erkrankungen der Halswirbelsdule konnen aufgrund

ihrer erheblichen Beschwerdesymptomatik eine Spondylodese erforderlich machen.

Zervikale Bandscheibenvorfille machen nur etwa 30% der Bandscheibenerkrankungen aus,
sind jedoch durch ihre Lage bwz. Beziehung zum Myelon von Relevanz. Im Jahr 2003
wurden 20.841 Patienten mit zervikalen Bandscheibenschéden in deutschen Krankenhédusern
vollstationdr behandelt. 71% (14.807) dieser Félle traten bei Patienten zwischen dem 35. und
60. Lebensjahr auf [1]. Dabei sind 80% der Bandscheibenvorfille in der unteren
Halswirbelsdule lokalisiert [83]. Im selben Jahr wurden auch 4.696 Frakturen im Halsbereich
in deutschen Krankenhédusern versorgt [1]. Auch hier ist das Durchschnittsalter sehr niedrig,
wobei doppelt so hdufig zwanzig bis dreiBBigjahrige Menschen betroffen sind. In Analogie zu
degenerativen Verdnderungen sind auch beim Trauma der unteren Halswirbelsdule die

Segmente C5/6 und C6/7 in mehr als der Hélfte der Falle betroffen.

Bei den Ursachen fiir solche Verletzungen steht ein Hochrasanztrauma im Rahmen eines
Verkehrsunfall mit 51% an erster Stelle, gefolgt von einem Fall aus groer Hohe in 25% und

immerhin in 20% der Fille ist ein banaler Sturz ursdchlich. Vier Prozent erhalten ihre
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Verletzungen durch Gewalteinwirkung Dritter und bei einem Prozent ldsst sich kein Unfall

eruieren [33].

Aber auch Instabilititen durch Infektionen wie zum Beispiel Spondylitiden bzw.
Spondylodiszitiden oder Verdnderungen der Halswirbelsdule durch maligne Erkrankungen
konnen eine operative Spondylodese notig machen [53, 70]. Der Anteil der Osteomyelitiden
der Wirbelsdule an allen Osteomyelitiden, die 2003 stationdr behandelt wurden (12.438
Féllen) [1], betrdgt etwa zwei bis sieben Prozent. Die Halswirbelsdule betrifft dies in etwa

drei bis sechs Prozent [53].
1.4 Implantate zur zervikalen Sponsylodese

Um eine gute kndcherne Fusion der betroffenen Wirbelkdrper zu erreichen, ist die
vollstindige Entfernung der nativen Bandscheibe nétig, da auch teilweise belassenes
Bandscheibengewebe eine vollstindige knocherne Durchbauung verhindern kann [43]. Um
eine Kompression des Myelons und eine Einengung der Neuroforamina zu verhindern, wird
nach Entfernung der Bandscheibe die Hohe des Bandscheibenraumes rekonstruiert. Hierfiir
wird korpereigenes Material wie der autologe trikortikale Beckenkammspan verwendet. Es

kommen aber auch verschiedene Implantate zum Einsatz.

Beziiglich des ventralen Vorgehens im Rahmen der zervikalen Spondylodese existieren die
meisten Erfahrungen fiir den trikortikalen Beckenkammspan, dieser wird daher immer noch

als ,,gold standard” fiir die ventrale zervikale Spondylodese betrachtet [74].

Der autologe trikortikale Beckenkammspan bietet wesentliche Vorteile. Er besitzt einen
ausgesprochenen osteoinduktiven und osteokonduktiven Effekt, den Urits et al. bereits vor 50
Jahren beschrieb [80]. Dieser Effekt kommt vor allem durch das Vorhandensein von
Stammzellen und verschiedenen Wachstumsfaktoren innerhalb des autologen Knochenspans
zustande. Durch diese werden schnell neue Knochenformationen aufgebaut. Weiterhin
handelt es sich um ein vollstindig korpereigenes Material, womit eine potentielle Quelle fiir
das Ubertragen von Infektionen ausgeschaltet ist. Der autologe Kochenspan ist in
ausreichender Menge vorhanden, die Operationszeit wird nur unwesentlich verldngert,

auBerdem ist er weniger kostenintensiv als auf dem Markt befindliche Implantate.

Er besitzt jedoch auch einige Nachteile. Einer der schwerwiegendsten ist die nicht
unerhebliche Entnahmemorbiditit. So ist die Entnahme des trikortikalen Beckenkammspans
mit einer direkten Komplikationsrate von bis zu 39% leichten und 10% schweren

Komplikationen [4, 5, 30] vergesellschaftet. Diese variieren von oberfldchlichen und tiefen
10



Seromen, Himatomen und Infektionen iiber Herniationen, Gefa3- und Nervenverletzungen

bis hin zur Revision und somit einem verldngerten Krankenhausaufenthalt [4]. Des Weiteren
ist bekannt, dass mehr als ein Drittel der Patienten nach drei Monaten oder mehr noch immer
unter Schmerzen an der Entnahmestelle des Beckenkammspans leiden [63, 71]. Nach zwei
Jahren liegt diese Zahl immerhin noch bei bis zu 31% [30, 63]. Auch haben sich
biomechanische Probleme gezeigt. So kollabiert der Beckenkammspan in bis zu 18% der

Fille, eine Pseudarthroserate von bis zu 13% [9, 27, 55, 78] ist die Folge.

Um diese Nachteile zu vermeiden, wurde der autologe trikortikale Beckenkammspan
zunehmend durch metallische, Spongiosa augmentierte Implantate ersetzt. Ein Vorteil dieses
Verfahrens ist die Vergesellschaftung mit deutlich weniger Komplikationen durch den
weniger radikalen Eingriff der Spongiosaentnahme [8, 15, 18]. Obwohl metallische,
augmentierte Implantate regelhaft ihre Verwendung finden, haben auch sie einige Nachteile.
Zum einen fithren metallische Implantate wéhrend radiologischer Untersuchungen zu
Artefakten, was die frithe Evaluation von zum Beispiel Tumorrezidiven oder die Beurteilung
der kndochernen Fusion erschwert [16, 31, 42, 86], zum anderen ist das Langzeitverhalten
solcher Implantate derzeit unklar. Ein weiterer Nachteil ist die hohe Kompressionssteifigkeit
von metallischen Implantaten. Durch sie wird das so genannte ,stress shielding®, die
Abschirmung der inkorporierten Spongiosa von Belastungen, ebenfalls erhoht. Dies kann eine

verzogerte Einheilung des Implantates zur Folge haben [73].

Um einige dieser Probleme zu vermeiden, wurden biodegradierbare Implantate entwickelt.
Diese bilden kaum Artefakte in der radiologischen Bildgebung. Ihre Einheilung ist durch eine
verminderte Kompressionssteifigkeit, somit ein vermindertes ,,stress shielding™ beschleunigt
[73]. AuBerdem stellen sie infolge ihrer Degradation keine Dauerimplantate dar und wiirden
bei Revisionseingriffen somit keine grofen kndchernen Defektzonen hinterlassen. Sie konnen
jedoch durch ihre Degradationseigenschaften zu Fremdkorperreaktion und Osteolysen fiihren

[56].
1.5  Grundlagen zur Biodegradation von Implantaten

In den letzten Jahren wurden viele biodegradierbare Implantate entwickelt. Polylaktide bzw.
Polylaktid-Kopolymere sind in der Humanmedizin weit verbreit. Sie zerfallen durch
hydrolytische Spaltung von Esterbindungen oder autokatalytisch. Die durch hydrolytische
Spaltung der Esterbindungen frei werdende Milchsédure katalysiert dabei die Spaltung weiterer

Bindungen. An der Implantat - Gewebe - Grenze werden diese Milchsduren neutralisiert bzw.
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abtransportiert. Im Inneren eines Implantates geschieht dies jedoch nicht, sodass der pH-
Wert hier sinkt, was wiederum die Spaltung neuer Esterbindungen fordert [29]. Polylaktide
degradieren sozusagen von innen nach auflen. Um diese Anreicherung von sauren
Abbauprodukten im Inneren abzupuffern, konnen basische Valenzen, zum Beispiel

Kalziumphosphat, in das Material integriert werden.

Es ist bekannt, dass die Degradation von amorphen biodegradierbaren Implantaten in einer
flinf Phasen umfassenden Gewebereaktion stattfindet [11, 17, 58, 82]. Zuerst heilt das
unverdnderte Implantat in einer bindegewebigen Hiille ein. Diese wird im Verlauf immer
zellarmer und faserreicher, ein direkter Knochenkontakt des Implantates ist dabei moglich.
Mit dem Start der Degradation und der Freisetzung von Degradationsprodukten beginnt eine
leichte Inflammation. Im Zuge dieser werden auch Fremdkorperriesenzellen beobachtet.
Diese Reaktion verstérkt sich bis kein Implantatmaterial mehr vorhanden, die Degradation
also abgeschlossen ist. Am Ort der ehemaligen Implantatlokalisation hat sich nun anderes
Gewebe, zum Beispiel Knochen [58], gebildet. Eine aseptische Inflammation ist somit durch
die Degradation des Implantates bedingt und keine Seltenheit [11, 17, 58, 82]. Diese
Inflammation wird Mikrokristallen, die aus dem Implantatmaterial freigesetzt werden,
zugeschrieben [13]. Je nach Degradationsgeschwindigkeit kann dies auch noch nach Jahren
auftreten und Komplikationen verursachen [84, 85]. Dabei haben langsam degradierende

Implantate eine geringere Inzidenz solcher Reaktionen [12].

Um eine gute mechanische Festigkeit zu erreichen, werden gezielt kristalline Bereiche in den
Polylaktiden erzeugt. Somit existieren in diesen Implantaten kristalline Bereiche mit erh6hter
Druck-, Zug- und Biegefestigkeit und amorphe Bereiche, die mechanisch nicht so belastbar
sind und schneller degradieren als die kristallinen Bezirke. Durch diesen schnelleren Verlust
der amorphen Substanz, aber auch durch Neukristallisation von vormals amorphen Bereichen,
steigt im Verlauf der Degradation der Anteil kristalliner Bezirke [29]. Am Ende des
Degradationsprozesses, also nach mehreren Monaten bis Jahren, kommt es dann zur
Freisetzung dieser Mikrokristalle, welche, wie bereits beschrieben, als Ursache einer
aseptischen Inflammation des Gewebes gelten [13]. Eine Eigenschaft, die auch durch neuere
so genannte amorphe Polylaktid-Kopolymere, bei denen der kristalline Anteil sehr gering ist,

nicht vollstindig behoben werden konnte.

Bestimmte Polylaktidzusammenstellungen scheinen auf das Heilungsverhalten des Knochens
einen positiven Effekt zu haben [34, 38, 40, 66-68, 79], so konnten Schmidmaier et al. [66-68]
dies speziell fiir das Poly-(D,L-laktid) (PDLLA) als Beschichtung metallener Implantate
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nachweisen. Auch bei der ventralen zervikalen Spondylodese ist eine Beschichtung von
Titanimplantaten mit dem degradierbaren PDLLA der knochernen Fusion forderlich [34, 38,
40]. Ein weiterer Vorteil ist laut Schmidmaier et al. [34, 38, 40, 66-68, 79], dass dieses
Material ein potenter Triger von Wachstumsfaktoren sein kann, die im Verlauf der
Degradation freigesetzt werden, um ihre Wirkung zu entfalten. Diese besteht in der
zusitzlichen Beschleunigung der knochernen Fusion. Die Freisetzung der Wachstumsfaktoren
aus der Trigermatrix geschieht hierbei nach einem initialen Peak kontinuierlich bis zum

Abschluss der Degradation [66].

Es wurden jedoch auch negative Effekte solcher degradierbaren Implantate beobachtet. So
konnten Pflugmacher et al. bei der Verwendung eines PLDLLA-Cages zur ventralen
zervikalen Spondylodese starke Fremdkorperreaktionen, ausgeprigte Osteolysen sowie ein
Ausbleiben der kndchernen Fusion beobachten [56]. Auch Weiler et. al konnte bei der
Refixation von osteochondralen Fragmenten im Schafknie Fremdkorperreaktionen mit
Osteolysen, Infektionen, Fisteln und ein Ausbleiben der Heilung beobachten [84]. Ein
weiterer Nachteil dieser Implantate sind natiirlich auch die nicht unerheblichen Kosten pro

Einsatz.
1.6 Das optimale Implantatdesign zur intervertebralen Spondylodese

Es gibt diverse Implantate mit den verschiedensten mechanischen Konzepten zur zervikalen
Spondylodese. All diese Implantate werden in der Intention verwandt, dass sie in der Lage
sind, ein behandeltes Bewegungssegment zu stabilisieren. Dies geschieht um die
bestmogliche Umgebung zu schaffen, bis eine Fusion stattgefunden hat [86]. Hierzu muss das
Bewegungssegment gut stabilisiert werden, um die Bildung einer bindegewebigen
Pseudarthrose zu verhindern. Es hat sich gezeigt, dass Implantate im Boxdesign anderen
Formen hierbei iiberlegen sind [35]. Ein weitaus wichtigerer Parameter fiir die erfolgreiche
Wirbelkorperfusion scheint die Grée der Implantatpore zu sein. Die Grenze zwischen dem
Schutz der in das Implantat eingebrachten Spongiosa und deren komplette Abschirmung vor
mechanischer Beanspruchung ist jedoch sehr schmal. Wird die inkorporierte Spongiosa zu
starken Druckbelastungen ausgesetzt, geht sie zugrunde. Wird sie jedoch vollstindig vor
solchen Belastungen geschiitzt, ist dies ebenso der Fall. Es konnte gezeigt werden, dass
Implantate mit geringem Porendurchmesser zwar einen guten Schutz der inkorporierten
Spongiosa bieten, dies jedoch zu einer schlechteren Einheilung fiihrt. Hingegen weisen

Implantate mit groBeren, zylindrischen Porendurchmessern, die eine geringe Belastung der
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Spongiosa zulassen, ein besseres Einheilungsverhalten auf [25, 39]. Folglich sollte ein
Implantat zur Spondylodese eine Boxform besitzen, um eine gute Stabilisierung des
entsprechenden Bewegungssegmentes sicher zu stellen und gleichzeitig einen groB3en,

zylindrischen Porendurchmesser aufweisen.
1.7  Pathophysiologie der ossdren intervertebralen Fusion

Bei der Spondylodese wird das gesamte Bandscheibengewebe entfernt und die Deck- und
Grundplatten aufgeraut bis Blutungen auftreten. Man versucht hierdurch koérpereigene
Heilungsmechanismen in Form von Kallusbildung und Knochenregeneration in Gang zu

setzten wie sie auch bei der Frakturheilung langer R6hrenknochen vorkommen.

Bei der Frakturheilung langer Rohrenknochen kann man prinzipiell zwei Arten unterscheiden:
Die primére und die sekunddre Frakturheilung. Die primédre Frakturheilung setzt den direkten
Kontakt der Frakturenden voraus, was jedoch in den seltensten Fillen gegeben ist. Die
sekundédre Heilung von Frakturen verlduft in fiinf Phasen, wie es Bassett et al. 1966 bereits
beschrieben haben [7]. Zuerst entsteht ein so genanntes Frakturhdmatom, gefolgt von einer
Inflammation. Es schliefit sich eine Proliferationsphase, eine Ossifikationsphase und eine

Phase des Remodeling an.

Im Zuge einer Fraktur und des damit entstehenden Himatom strdmen verschiedenste Zellen,
unter anderem  Entziindungszellen, zum Ort des Geschehens und setzen
Entziindungsmediatoren und Wachstumsfaktoren frei. Diese bewirken zum einen eine
Angiogenese und zum anderen die Proliferation und Differenzierung pluripotenter,
mesenchymaler Stammzellen. Uber Progenitorzellen entwickeln sich Osteo-, Chondro- oder
Fibroblasten. In der vierten Phase kommt es durch verschiedene Faktoren zu einer
enchondralen — bzw. intermembrandsen Ossifikation des entstandenen Kallus. In diesem
mineralisierten Material findet nun, wihrend der letzten Phase der Frakturheilung, das so
genannte Remodeling statt [6, 7, 20, 57, 80]. Dies bezeichnet den Umbau des unstrukturierten

mineralisierten Kallus in reifen, an seine Belastungen angepassten Knochen.

Die Bildung von verschiedenen Geweben wiéhrend der Frakturheilung hingt unter anderem
von der mechanischen Beanspruchung wéhrend dieser Phase ab. So haben Carter et al. [20]
beschrieben, dass sich bei leichter Zugspannung wihrend der proliferativen Phase Knochen
bildet. Wird diese mechanische Beanspruchung jedoch zu stark, bildet sich Bindegewebe. Im
Gegensatz dazu entwickelt sich bei Kompressionsbeanspruchung Knorpel. Auch in der

Ossifikationsphase der Frakturheilung spielt mechanische Beanspruchung eine wesentliche

14



Rolle. So scheint leichte hydrostatische Kompression eine enchondrale Ossifikation von

Knorpel zu verhindern, wohingegen leichte Scherspannungen diese zu fordern scheinen [20].
Ist die entsprechende Scherspannung zu stark kann dies zu einer ZerreiBung der
einsprossenden Gefdle fiihren. Es ist bekannt, dass bei zu geringen Konzentrationen von
Sauerstoff und Néhrstoffen im Gewebe, zum Beispiel durch inaddquate Angiogenese, eher
Knorpel entsteht [6, 46]. Ein verldngertes Vorhandensein von Knorpel durch ungeniigende
Frakturstabilisation, scheint bei problematischen, verlingerten Heilungsprozessen am
Knochen eine der Hauptursachen zu sein [26, 44]. Eine geniigende Stabilisation beeinflusst
demnach nicht nur die Dauer des Heilungsprozesses, sondern auch den Verlauf der Heilung

[64].

Fiir eine erfolgreiche zervikale Spondylodese ist demnach eine ausreichend hohe

postoperative Primérstabilitét erforderlich, um Pseudarthrosen zu vermeiden.
1.8 Stimulation durch Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, die von verschiedenen Geweben in geringen Mengen
produziert werden und zur Regulation von Zellfunktionen dienen. In dieser Arbeit wurden

zwel verschiedene Wachstumsfaktoren eingesetzt.
1.)TGFB-1(transforming growth factor-beta), ein Wachstumsfaktor aus der TGF-B-Familie:

Diese stimulieren u.a. undifferenzierte pluripotente Zellen mesenchymalen Ursprungs [57,
75]. TGF-B’s werden u.a. von Osteoblasten produziert und konnen nach Einbau in die
extrazellulire Knochen- und Knorpelmatrix aus dieser auch wieder freigesetzt werden.
Osteoblasten besitzen, verglichen mit anderen Zellen, die hochste Rezeptordichte fiir diese
Wachstumsfaktoren [75], was eine Autoinduktion dieser Zellen ermdglicht. Die Expression
von TGF-B’s wird durch Autoinduktion aber auch durch mechanische Stimulation erhoéht
[45]. Durch ihren Einbau in Extrazellularmatrix wirken TGF-8s als Gegenregulatoren bei
resorptiven Prozessen am Knochen. Fiir TGF-B 1 ist experimentell nachgewiesen, dass es die
Proliferation von pluripotenten mesenchymalen Zellen und Osteoblasten in Frakturen und
frischen Knochendefekten fordert [75]. Auch konnte gezeigt werden, dass TGF-'s sowohl
die Proliferation von Fibroblasten als auch die Produktion von verschiedenen Kollagentypen
durch Fibroblasten induzieren. Sie sind somit wichtige Faktoren bei der Produktion von
Bestandteilen des Knochens und Knorpels [14]. Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass

TGF-B’s sowohl osteoinduktiv also auch osteokonduktiv wirken.

2.) IGF-1 (insulin-like growth factor), ein Wachstumsfaktor aus der IGF-Familie:
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Diese Wachstumsfaktoren werden von Osteoblasten und Chondroblasten produziert. Sie

konnen wie auch die TGFB's in extrazelluldrer Knochen- und Knorpelmatrix eingebaut und
aus thnen wieder freigesetzt werden. IGF’s werden fiir die Proliferation und Differenzierung
von Osteoprogenitorzellen sowie fiir eine erhdhte Synthese von Kollagen 1, einem wichtigen
Bestandteil der Knochenmatrix, verantwortlich gemacht [45, 57]. AuBerdem wirken sie auf
Osteoblasten chemotaktisch [65]. IGF-1 soll fiir die Rekrutierung von Zellen mesenchymalen
Ursprungs sowie deren Differenzierung zu Osteoblasten verantwortlich sein [45, 51, 75].
AuBerdem scheint eine {iiberschieBende Inflammation, welche eine Resorption der
Frakturenden induzieren kann, durch IGF-1 verhindert zu werden [51]. IGF’s sind wie

TGFB’s am balancierten Knochenumbau beteiligt [45].

Es hat sich gezeigt, dass die Kombination beider Wachstumsfaktoren TGFB-1 und IGF-1 eine
bessere Wirkung im Bezug auf die Frakturheilung erzielt als jeder fiir sich allein [76]. Diese
Kombination scheint die kndcherne Durchbauung der Fusions- bzw. Defektzone in
vielversprechender Art zu beschleunigen [36, 38, 40, 66-68, 76], sodass TGFB-1 und IGF-1
zusammen durchaus einen, dem Bone-Morphogenic-Protein-2 (BMP-2) vergleichbaren Effekt
aufweisen [36, 40]. BMP-2 ist ein in der experimentellen Forschung oft verwandter
Wachstumsfaktor. Dieser ist flir die Angiogenese, Chemotaxis, Proliferation und
Differenzierung von pluripotenten mesenchymalen Stammzellen zu Osteoprogenitorzellen
sowie deren weiterer Differenzierung zu Osteoblasten verantwortlich [57]. Es ist jedoch
bekannt, dass er aufgrund seines hohen Potentials zur de novo Knochenbildung auch mit

einem gewissen Risiko zur Ossifikation von Weichteilen assoziiert ist [52].
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2 Studienziel

Das Ziel dieser Studie war es, in einem zervikalen Schafsmodell das Langzeitverhalten eines
experimentellen degradierbaren Implantates zur ventralen =zervikalen intervertebralen
Spondylodese histologisch zu untersuchen. Es soll gezeigt werden, dass das verwendete
Implantat in der Lage ist dem operierten Bewegungssegment zu einer ausreichenden
Primérstabilitidt zu verhelfen und somit fiir hohe Fusionsraten zu sorgen. Aulerdem war es
Ziel zu zeigen, dass wihrend der Degradation des Implantates keine wesentlichen negativen
Effekte wie Fremdkdrperreaktionen, Osteolysen oder Implantatdislokationen, wie bei anderen
degradierbaren Implantaten bereits publiziert, zu beobachten sind. Ein weiterer untersuchter
Aspekt ist die Optimierung der kndchernen Fusion durch den Einsatz von
Wachstumsfaktoren. Es sollte gezeigt werden, dass durch die Beschichtung der Implantate
mittels eines PDLLA-Carriers und den Wachstumsfaktoren TGFB-1 und IGF-1 die ventrale
zervikale intervertebrale Spondylodese beschleunigt und die Qualitdt des Kallusgewebes in

der Frithphase der Fusion verbessert werden kann.

Bei dieser Arbeit handelt es sich um den histologischen Teil eines Gesamtprojekts, in dessen
Rahmen auch radiologische und biomechanische Untersuchungen durchgefiihrt wurden. Diese
Arbeit beschiftigt sich mit histomorphometrischen und histomorphologischen Aspekten der

Degradation des zu untersuchenden Implantates im Verlauf von zwei Jahren.
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3 Material und Methoden
3.1  Tiermodell und chirurgische Technik

3.1.1 Versuchstiere

Der Versuch wurde als ,Langzeit-Osteointegration eines biodegradierbaren Cages zur
Spondylodese der Schafshalswirbelsdule von den lokalen Tierschutzbehdrden genehmigt

(G0 193/01 am 16.10.01).

Das Schaf ist in der unfallchirurgischen und orthopéddischen Forschung ein bewéhrtes und
hiufig verwendetes Versuchstier. Obwohl es Unterschiede in Geometrie, Hohe und
Mineralisation zwischen der ovinen und humanen Wirbelsiule existieren, wurde gezeigt, dass
sich diese Parameter innerhalb der einen Spezies im Verlauf der Wirbelsdule im selben Mal3e
dndern wie in der anderen Spezies [87, 88]. Auch konnte gezeigt werden, dass im Fall der
Halswirbelsdule diese Unterschiede im Bewegungssegment C3/4 am geringsten ausfallen
[37]. Ein weiterer Vorteil des zervikalen Schafmodells ist die Moglichkeit der
Verwendbarkeit von Implantaten mit humanen Ausmalen. Aufgrund dieser Gegebenheiten
kamen auch in dieser Studie Schafe zum Einsatz. Bei den Versuchstieren handelte es sich um
ausgewachsene Merinoschafe mit einem Alter von zwei Jahren und einem Kdorpergewicht von
65 kg + 10 kg. Aufgrund ihres geringeren Aggressionspotentials und somit ihrer besseren

Umginglichkeit wurden ausschlieSlich weibliche Tiere verwandt.

Die Tiere wurden zu Beginn der Studie tierdrztlich wuntersucht, erhielten eine
Paraimmunisierung mit Parapox ovis (Baypamune®, Bayer Tiergesundheit AG, Leverkusen,
Deutschland) sowie eine Prophylaxe gegen Endo- und Ektoparasieten mit Ivermectin
(Ivomec®, Merial Deutschland, Halbergmoos Deutschland) und Triclabendazol (Fasinex”,
Novartis Tiergesundheits AG, Wehr / Baden, Deutschland). Die tierdrztliche Betreuung durch
medizinisches Fachpersonal des Biomedizinischen Forschungszentrums wurde wihrend des

gesamten Versuches sichergestellt.

3.1.2 Implantate

Cage

Das quaderformige, im Boxdesign gestaltete Implantat aus Resorbon® (Biomet Deutschland,

Berlin, Deutschland) ist mit einer 8 mm messenden Pore versehen. Es ist kaudal plan und
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kranial konvex gearbeitet. Daraus ergibt sich eine Implantath6he von 7 — 8 mm, eine Breite

von 16 mm und eine Tiefe von 15 mm (Abb. 1).

Abbildung 1:

Darstellung des Resorbon™-Implantates der Firma
Biomet, Deutschland

Resorbon® ist ein degradierbares Polymerkomposit, bestehend aus einer hochvernetzten
amorphen Matrix (Polymer), die sich um einen Fiillstoffpartikel bildet. Die Geschwindigkeit
der Degradation ist von der Zusammensetzung und Vernetzungsdichte des Polymers
abhingig. Die mechanische Festigkeit wird dabei im Wesentlichen durch den Fiillstoff, hier
Kalziumphosphat, bestimmt. Bei der Herstellung des Polymers kommen das resorbierbare
Ethylenglykol-oligolactid-dimethacrylat (ELAMA), Methylmethacrylat (MMA) sowie
Dibenzoylperoxid (DBPO) und Polyethylenglycol-propylenglycol zur Anwendung. MMA
und DBPO sind als Komponenten von Knochenzement seit Jahrzehnten in der Medizin
zugelassen. Dieses Polymer wird im Kdorper in die wasserloslichen Substanzen Milchsdure,
Ethylenglycol und Oligomethacrylsdure gespalten. Milchsdure findet Eingang in den
Zuckerstoffwechsel, Ethylenglycol wird wie Oligomethacrylsdure {iber die Niere

ausgeschieden oder zum Teil zu Wasser und Kohlendioxid oxydiert.

Beschichtung

Ein Teil der Implantate wurde mit den rekombinanten humanen (rh) Wachstumsfaktoren
transforming growth factor-betal (TGF-81, R&D System, Wiesbaden, Deutschland) und
insulin-like growth factor-1 (IGF-I, R&D System, Wiesbaden, Deutschland) beschichtet. Bei
diesem Verfahren handelt es sich um eine ,,kalte Beschichtung® [69]. Als Tragermatrix hierfiir
dienten 50 mg Poly(D,L-laktid) (PDLLA, Boehringer, Ingelheim, Deutschland). Dieses wurde
unter sterilen Bedingungen in 0,75 ml Chloroform geldst und mit 0,5 mg TGF-81 und 2,5 mg
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IGF-I versetzt. In die entstandene Losung wurden acht von 40 Resorbon®-Implantate
zweimal getaucht bis sie vollstindig benetzt waren. Die im Anschluss folgende Trocknung
der Beschichtung erfolgte unter Rotation. Auf diese Weise wurde eine gleichmiBige
Beschichtung von durchschnittlich 5,02+0,12 mg mit einem Wachstumsfaktoranteil von 30

ug TGF-B1 und 150ug IGF-I je Implantat aufgetragen.
3.1.3 Gruppeneinteilung und Untersuchungszeitraume

40 Versuchstiere wurden in fiinf Gruppen zu je acht Tieren aufgeteilt. Jedes Tier erhielt einen
mit autologer Spongiosa augmentiertes Resorbon®-Implantat, welches ausschlieBlich in
Gruppe I zusétzlich mit Wachstumsfaktoren beschichtet war. Der Untersuchungszeitraum der
Gruppen I und II betrug 12 Wochen, die der Gruppe III 9 Monate, in Gruppe IV war die
Studiendauer 12 Monaten und in Gruppe V 24 Monate. Somit wurden fiinf Gruppen a 8 Tiere

gebildet.

3.1.4 Operationstechnik, praoperative Vorbereitung und Nachsorge

Praoperative VVorbereitung

Unmittelbar vor und nach der Operation waren die Tiere in artgerechten Stallungen der
tierexperimentellen Einrichtung der Charité Campus Virchow Klinikum untergebracht. Mit

Beginn der dritten postoperativen Woche erfolgte die Unterbringung in Freilandhaltung.

Um eine praoperative Nahrungskarenz sicher zu stellen wurden die Versuchstiere einen Tag
vor der Operation in einem Stall ohne Futter untergebracht. Trinkwasser stand stindig zur

Verfligung.

Nach Anlage einer Venenverweilkaniile in die Vena brachiocephalica erfolgte eine
Antibiotikaprophylaxe mit 2,2g Amoxicillin/Clavulansiure (Augmentan® i.v., SmithKline
Beecham Pharma, Miinchen, Deutschland). Die Narkose wurde intravends mit 0,5-1,5 g
Thiopenthal-Natrium (Trapanal®, Altana Pharma AG, Konstanz, Deutschland) und
Fentanylhydrogencitrat (Fentanyl-Janssen”, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland) eingeleitet.
Es folgte die Intubation mit einem Endotrachealtubus (@ 8-9mm, Mallinckrodt, Irland) und
die Anlage einer Magensonde (@ 14mm, Riisch, Deutschland) zur Dekompression des
Pansen. Die Beatmung wurde kontrolliert (Anidsthesie Sulla 800V, Draegerwerke AG,
Liibeck, Deutschland) mit einem Atemzugvolumen von 600-700 ml und einer Atemfrequenz

von 12 pro Minute durchgefiihrt. Zur Aufrechterhaltung der Narkose diente eine balancierte
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Anisthesie mit Isofluran (Isofluran-Lilly®, Lilly, Bad Homburg, Deutschland),
Fentanylhydrogencitrat und Lachgas. Zeitgleich erfolgte die Uberwachung von Herzaktion
und -frequenz, peripherer Sauerstoffsittigung (hp M1166A, Hewlett-Packard GmbH,
Boblingen, Deutschland) und des exspiratorischen Kohlendioxidgehaltes. Zum
Volumenausgleich wurden jedem Tier im Operationsverlauf 1000 ml kristalloide

Infusionsldsung (Thomaejonin®, DeltaSelect, Pfullingen, Deutschland) infundiert.

Nach Anfertigung eines seitlichen Rontgenbildes der Halswirbelsdule (Mobilett Plus,
Siemens-Elma AG, Solna, Schweden / Fuji CR 24x30, Fuji, Diisseldorf, Deutschland) und
Rasur der Operationsbereiche wurden die Tiere, in Rechtsseitenlage gelagert, auf einem
mobilen Operationstisch in den Operationssaal gefahren. Das OP-Gebiet wurde mit
Braunoderm® (B.Braun, Melsungen, Deutschland) abgewaschen und mit sterilen Tiichern

abgedeckt.

Operationstechnik

Spongiosaentnahme

Die zur Befiillung des Cages bendtigte Spongiosa wurde aus dem dorsalen Anteil des linken
Beckenkamms gewonnen. Zu diesem Zweck wurde, nach scharfer Durchtrennung von Haut
und Subcutis das Periost mit Hilfe eines Elektrokauters auf einer Linge von ca. 5 cm inzidiert.
Nach Eroffnung der Kortikalis wurde die Spongiosa mit Hilfe eines scharfen Loffels
gewonnen und in die Implantat-Pore gefiillt. Die Lagerung des so vorbereiteten Implantates
erfolgte unter sterilen Bedingungen in einem feuchten Milieu. Der Wundverschluss erfolgte

anschlieflend schichtweise.
Spondylodese

Am Vorderrand des linken M. sternocleidomastoideus erfolgte ein circa 12 cm langer
Hautschnitt mit anschlieBender Durchtrennung von Subcutis und oberfléchlicher Halsfaszie.
Nach Darstellung des M. sternocleidomastoideus, der Trachea, des Osophagus sowie der
Gefil-Nerven-Scheide der groBen Halsgefile wurde unter stumpfer Priparation die

pravertebrale Halsmuskulatur aufgesucht und der M. longus colli dargestellt (Abb. 2).
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Abbildung 2:

Operations-Situs mit in der Tiefe erkennbarem Oesophagus (O) sowie der pravertebralen Muskulatur (M). Der
linke Bildrand zeigt craniale, der untere Bildrand mediale Abschnitte.

Das Bewegungssegment C3/C4 wurde mit Hilfe eines Bildwandlers (BV 25, Philips GmbH,
Hamburg, Deutschland) dargestellt und der M. longus colli {iber der Bandscheibe C3/C4 in
Faserrichtung gespalten. Das darunter liegende vordere Liangsband wurde horizontal zur
Grund- bzw. Deckplatte inzidiert. Nach Entfernung der Bandscheibe erfolgte die Aufrauhung
der Deck- sowie Grundplatte mit einer Fridse bis Blutungen am subchondralen Knochen

auftraten (Abb. 3).

Abbildung 3:

Operations-Situs nach Diskektomie C3/4. * ausgerdumtes Bandscheibenfach.

Die Wunde wurde mit isotoner Kochsalzldsung (Isotone Kochsalzlssung Braun®, B.Braun,
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Melsungen, Deutschland) gespiilt, das Bandscheibenfach mit Hilfe eines Distraktors leicht

aufgespannt und der vorbereitete Cage mit der konvexen Seite nach cranial implantiert

(Abb. 4).

Abbildung 4:

Operations-Situs nach Implantation des Cages. * eingepasster Resorbon”-Cage.

Um die Implantatlage zu sichern, wurde ventral der Wirbelkdrper C3 bis C4 eine
anmodellierte Dreilochdrittelrohrplatte (Synthes, Bochum, Deutschland) mit zwei 3,5 mm

durchmessenden Spongiosaschrauben (Synthes, Bochum, Deutschland) fixiert (Abb. 5).

Abbildung 5:

Operations-Situs nach ventraler Verplattung.

Nach nochmaliger griindlicher Spiilung mit isotoner Kochsalzlosung erfolgte der schichtweise
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Wundverschluf3.

Die Ausleitung aus der Narkose wurde nach Anlage eines Fentanylpflasters (Durogesic”
SMAT 150ug, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland) sowie eines sterilen Verbandes
durchgefiihrt. Die Tiere wurden bis zum vollstindigen Erwachen stdndig tiermedizinisch
betreut und in ihrer Bewegung nicht eingeschrinkt. Futter und Wasser standen in vollem

Ausmal zur Verfiigung.

Postoperative Nachsorge

In der ersten postoperativen Woche wurde eine Analgesie durch tigliche i.m. Injektionen von
0,5 g Metronidazol-Natrium (Novalminsulfon®, Lichtenstein, Fiirstenfeldbruck, Deutschland)
sichergestellt. Aulerdem erhielten die Tiere einen taglichen Verbandswechsel, welcher in der
zweiten postoperativen Woche durch einen Spriihverband ersetzt wurde. Am 14.
postoperativen Tag konnte das kutane Nahtmaterial entfernt werden. Die Tiere wurden nun

nach nochmaliger tierdrztlicher Untersuchung in die Freilandhaltung verlegt.
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3.1.5 Totung der Tiere, Praparation und Prozessierung der Wirbelsaulenpraparate

3.1.5.1 Anforderungen der Wirbelsaulenpréaparation

Totung

Nach Ablauf der geplanten Gruppenstandzeiten erhielten die Tiere eine Venenverweilkaniile.
Uber diese wurden 1,0 g Thiopental-Natriunm zur Sedation und 0,1 mg
Fentalylhydrogencitrat zur Analgesie appliziert und im Anschluss hochdosiert Kaliumchlorid

1.v. (Fresenius Kabi Deutschland AG, Bad Homburg, Deutschland) verabreicht.

Préaparation

Die Halswirbelsdule wurde nun mit Hilfe einer oszillierenden Sige (Aesculap Typ G-6100-

05) zwischen os occipitale und ersten Brustwirbelkorper abgesetzt und entnommen.

Die entnommene Halswirbelsdule wurde von Bindegewebe und Muskulatur befreit. Um das
Bewegungssegment C3/4 zu gewinnen, wurde der dritte Halswirbelkorper nahe der

Deckplatte und der vierte nahe der Grundplatte mit einer oszillierenden Sdge durchtrennt.

Das gewonnene Bewegungssegment C3/4 wurde in der Sagittalebene mit einer
wassergekiihlten Sdge (Makrotrennschleifsystem, Exakt, Norderstedt, Deutschland) in fiinf 4
mm starke Scheiben gesdgt (Abb. 6). Fiir die histologische Fragestellung dieser Arbeit wurde
die mittlere Scheibe verwandt (Abb. 7). Aus dieser wurden im Anschluss die Metallreste der

ventralen Verplattung vorsichtig entfernt.
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- ventraler Kallus

Abbildung 6:

Ventrale Ansicht des Bewegungssegmentes C3/4
der Schafwirbelsdule. Schematische Darstellung des
Ségeplans. Die mediane Scheibe (3) wurde fiir
dieses Projekt verwandt.

Fixation und Einbettung

Abbildung 7:

Darstellung eines repréasentativen medianen
Sageschnittes. Im rechten Bildabschnitt sind die
ventrale Verplattung und Schraubenresten sowie
der Cage (C) zu sehen. Im linken Bildabschnitt sind
die Dornfortsétze, dazwischen der Spinalkanal
erkennbar.

Zur Gewebekonservierung erfolgte eine Fixierung der Préparate flir fiinf Tage in einer

isotonen Formaldehyd-Alkohol-Losung (Zusammensetzung: 324 ml Formaldehyd 34%ig, 540
ml Ethanol 100%ig, 130 ml Barbital-Natrium-Puffer 7,4 pH, 6 g Glukose). Die Priparate

wurden anschlieBend in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und entfettet. Zum

besseren Einwirken des Alkohols erfolgte die Lagerung wihrenddessen auf einem

Schiittelgerét (HS 501 digital, IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland).
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Die  Prédparate  wurden nun in einem  Mehrkomponentenkunststoff  auf

Methylmethacrylatbasis  (Technovit 9100 neu, Heracus Kulzer GmbH,Wehrheim,
Deutschland) eingebettet. Hierzu wurden diese fiir vier Stunden in 100%iges Xylol verbracht
und im Anschluss einen Tag in einer Préinfiltrationslosung (Technovit 9100 neu, Heraeus
Kulzer GmbH,Wehrheim, Deutschland) gelagert. Eine Infiltration mit fliissigem Kunststoff
(Technovit 9100 neu, Heraeus Kulzer GmbH,Wehrheim, Deutschland) wurde fiir eine Woche
vorgenommen. Diese Prozedur gewihrleistet eine vollstindige Durchtrankung mit Kunststoff.
Nun wurden die Préparate in Einbettformen gelegt, welche sofort mit fliissigem Kunststoff
befiillt und auf Eis gelagert wurden. Dies fiihrte zu einer Aushdrtung binnen 24 Stunden,

sodass die Priparate entnommen werden konnten.

Herstellung des histologischen Préparates

Die iiberfliissigen Kunststoftkanten der eingebetteten Prdparate wurden mit einer
Tischschleifmaschine (Phoenix 3000, Jean Writz GmbH &Co KG, Diisseldorf, Deutschland)
entfernt. Im Anschluss wurden in Sagittalebene 6 um starke Schnitte mit Hilfe eines
Hartschnittmikrotoms (Polycut S, Cambridge Instruments, Heidelberg, Deutschland)
angefertigt. Diese wurden auf einen Glasobjekttrager aufgezogen und zur optimalen
Entfaltung mit einer Strecklosung (vier Teile 70%iges Ethanol, sechs Teile
Bytoxyethylacetat) betrdufelt. Zur Trocknung der Objekttrager erfolgte die Lagerung in einer

Presse im Brutschrank fiir zwei Tage bei 60°C.
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3.1.5.2 Histologische Farbungen der Proben

Vor den entsprechenden Féarbevorgingen wurden die Schnitte zur vollstindigen Entfernung
noch vorhandenen Kunststoffes dreimal fiir je 30 Minuten in 2-Methoxymethylacetat (Merck
806061, Merck, Darmstadt, Deutschland) gebracht, anschlieBend in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert und in Aqua destillata gespiilt.

Die Farbungen erfolgten nach den von Romeis et al. publizierten Farbeprotokollen [61].

Nach erfolgter Farbung wurden die Priparate in 100%iges Xylol gebracht und im Anschluss
mit Vitroclud®(R.Langenbrink, Emmending, Deutschland) und Deckgldsern eingedeckelt.

Trichomfarbung nach Masson und Goldner

1. Weigerts Eisenhdmatoxylin 3 min.
2. unter flieBendem Wasser auswaschen 10  min.
3. Séaurefuchsin Ponceau 5 min.

4. Spiilen in 1% Essigsdure

5. Phosphormolybdénsdure-Orange G 30 min.
6. Spiilen in 1% Essigsédure

7. Lichtgriin 10  min.
8. Spiilen in 1% Essigséure

9. Entwissern in drei Portionen aufsteigenden Alkohols

Zellkerne stellen sich braunlich-schwarz dar, das Zytoplasma farbt sich ziegelrot, wihrend
Erythrozyten orange bis gelb erscheinen. Das Bindegewebe und saure Mukopolysaccharide
werden blaBgriin, verkalktes Knochengewebe hellgriin und stark mineralisiertes

Knochengewebe strahlend griin dargestellt. Osteoid farbt sich rot.
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Kombinierte Safranin-Orange / Von Kossa Farbung

—_—

3% Silbernitratlésung 5 min.

2. Spiilen in Aqua destillata

3. Natrium-Formaldehydlosung 2 min.
4. Wissern in Leitungswasser 10  min.
5. 5% Natriumthiosulfat 5 min.
6. Wissern in Leitungswasser 10 min.

7. Spiilen in Aqua destillata
8. Safranin O 8 min.
9. Spiilen in Aqua destillata
10. 2x 96% Alkohol je2 min.
11. 2x 100% Alkohol je2 min.
Alle mineralisierten, v.a. kalziumphosphathaltigen, Gewebe stellen sich schwarz dar. Eine

Gegenfarbung mit Safranin-Orange bewirkt eine intensive Rotfarbung aller anderen Gewebe.

Safranin-Orange / Lichtgrin Farbung

—_

Safranin O 10 min.
2. Spiilen in Aqua destillata

3. Pikrinsdure 15 min.
4. Spiilen in Aqua destillata

5. Spiilen in 1% Essigséure

6. Lichtgriin 10  min.
7. Spiilen in 1% Essigsdure

8. 100% Alkohol

Der Safranin-Orange Farbstoff bindet an saure Mukopolysaccharide und farbt diese rot. Somit
stellen sich die Knopelgrundsubstanz, Osteoid und Zellkerne rot dar. Durch die Gegenfarbung

mit Lichtgriin sind Bindegewebe und Knochen griin gefirbt.
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AstrablauFarbung

1. 3% Essigsdure 3 min.
2. Astrablau 30 min.
3. Spiilen in 3% Essigsdure

4. Spiilen in Aqua destillata

5. Kernechtrot 5 min.
6. Spiilen in Aqua destillata

7. Entwéssern in drei Portionen aufsteigenden Alkohols

Der Kupferphtalocyaninfarbstoff Astrablau farbt saure Mukopolysaccharide je nach deren
Konzentration mehr oder weniger blau. Eine Gegenfarbung der anderen Gewebe erfolgt mit

Kernechtrot.
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3.2  Quantitative und histomorphologische Analyse der intervertebralen Fusion

3.2.1 Auswertung

Region of Interest

Es wurde ein zu untersuchendes Areal (region of interest, ROI) definiert. Hierfiir wurde ein
geometrisches Konstrukt errechnet, welches sich aus der Strecke zwischen Vorder- und
Hinterkante der Grundplatte des dritten Halswirbelkdrpers und der préoperativen
Bandscheibenraumhohe wie folgt ergab [39]. An der Vorder- und Hinterkante der Grundplatte
des dritten Halswirbelkorpers werden die Punkte A bzw. B definiert. Diese begrenzen die
Strecke S. Eine Linie, die der dreifachen pridoperativen Bandscheibenraumhohe (aDSH)
entspricht, wird vertikal jeweils durch Punkt A bzw. B gelegt, wobei ein Drittel der
Linienstrecke cranial und zwei Drittel caudal reichen. Nun wird an das craniale Ende der an
der Hinterkante gelegenen Linie und an das caudale Ende der an der Vorderkante gelegenen
Linie die halbe Strecke S horizontal angelegt und das verbleibende freie Ende mit dem

gegeniiberliegenden freien Ende der Vorder- bzw. Hinterkantenlinie verbunden.

Abbildung 8:

Schematische Darstellung der ,region of interest”, die sich aus der prédoperativen Bandscheibenraumhohe
(aDSH) sowie der Strecke zwischen Vorder- und Hinterkante der Grundplatte des dritten Halswirbelkdrpers (S)
errechnet. Bewegungssegment C 3/4 am Schaf, Trichomfirbung nach Masson und Goldner.
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Histomorphometrie

Zur quantitativen Analyse der relativen Gewebeanteile des Knochens, Knorpels und
mineralisierten Knorpels an der ROI dient ein (Krummrey und Epari, Charit¢ Campus
Virchow Klinikum, Berlin, Deutschland) modifiziertes Bildanalysesystem (KS 400 Version
3.0, Carl Zeiss Vision GmbH, Eching, Deutschland). Mit diesem System werden
Gewebeanteile aufgrund ihrer unterschiedlichen Anfarbbarkeit detektiert und ihr relativer
Anteil an einer definierten Gesamtfliche der ROI errechnet. Um eine Vergleichbarkeit der
einzelnen Préiparate sicher zu stellen, musste eine Kalibrierung vorgenommen werden. Hierzu
wurden die Schnitte mit einer Skalierung digitalisiert (Nikon Superhigh-Performance
3xZoom, Cool Pix 900, Japan) und die entstandenen Bilder in die Bildanalyse eingespeist. Es
folgte die Kalibrierung sowie die Errechnung der ROI. Im Anschluss wurden die
entsprechenden Gewebe markiert, detektiert und ihr relativer Flachenanteil errechnet. Hierbei

lag das Interesse in der Messung von drei Parametern.
e Der prozentuale Anteil der Knochenflidche an der Gesamtfldche der ROI
e Der prozentuale Anteil der Knorpelfldche an der Gesamtflache der ROI

e Der prozentuale Anteil der Fliche des mineralisierten Knorpels am zuvor gemessenen

prozentualen Knorpelflichenanteil an der Gesamtflache der ROI

Histomorphologie

Die histomorphologische Bewertung der einzelnen zu untersuchenden Parameter erfolgte mit

Hilfe eines Mikroskops der Firma Leica (Leica DMRB, Leica, Solms, Deutschland).
Fusion

Nach Toth et al. [79] wurde von einer kompletten Fusion (F-1) zwischen den
Halswirbelkdrpern C3 und C4 ausgegangen, wenn mehr als 50% der Cagepore kndchern
iberbriickt waren, bei weniger als 50% wurde die Fusion als partiell (F-2) gewertet. Bei einer
nicht vorhandenen knchernen Uberbriickung wurde von einer nicht stattgehabten Fusion (F-

3) ausgegangen.
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Gewebe des Fusionsspaltes

Um die Qualitét des Gewebes im Fusionsspalt zu beschreiben, wurde ein Score von Emery et

al. [24]

verwendet. Hierbei wird zwischen Knochen, Knorpel und Bindegewebe

unterschieden, wobei der jeweils relativ groBte Anteil der Gewebe gewertet wird.

e G-0
e G-1
e G2
e G-3
e G4
e G-5
e G-6
o G-7

leerer Spalt
Bindegewebe
Bindegewebe> Knorpel
Knorpel > Bindegewebe
Knorpel

Knorpel > Knochen
Knochen > Knorpel

Knochen

Fremdkdorperreaktion

Zur Beurteilung der Fremdkorperreaktion wurde, wie von Duranti et al. [22] beschrieben,

zwischen keiner (R-0), einer schwachen (R-1), milden (R-2), madBigen (R-3) und starken

Fremdkorperreaktion (R-4) unterschieden. Sind wenige Entziindungszellen sichtbar, ist dies

ein Indiz fiir eine schwache Fremdkorperreaktion. Die milde Reaktion zeichnet sich durch

zusitzliche Anwesenheit von ein bis zwei Fremdkorperriesenzellen pro Gesichtsfeld aus

(Abb. 9), wihrend die méBige Reaktion durch eine deutliche Anzahl von Entziindungszellen,

Lymphozyten und Fremdkdrperriesenzellen (Abb. 10) und die starke Fremdkorperreaktion

zusitzlich durch das Auftreten fibros abgekapselter Granulome gekennzeichnet ist.

Abbildung 9:

Darstellung einer milden Fremdkdrperreaktion R-
2. Auf dem Bild in der rechten oberen Ecke ist

 deutlich eine multinnukleére

Fremdkorperriesenzelle, im restlichen Bild sind
Entzlindungszellen (Plasmazellen, Lymphozyten
und Granulozyten) zu erkennen (Tier 35,
Vergrolerung  400x, Trichomfirbung nach

¥ Masson und Goldner)
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Vaskularisation im Fusionsspalt

Abbildung 10:

Darstellung einer mifigen
Fremdkorperreaktion R-3. Die
von Bindegewebe umhiillten
Implantatfragmente sind von
Fremdkorperriesenzellen
gesdumt. Zuséatzlich enthilt das
Bindegewebe deutlich
Entzlindungszellen. (Préparat
38, VergroBerung 200x,
Trichomfirbung nach Masson
und Goldner )

Bei der Bewertung der Gewebevaskularisation wurde analog zu Emery et al. [24] zwischen

keinen sichtbaren GefdBlen (V-0), wenigen sichtbaren GefdBlen (V-1), einigen sichtbaren

GefaBen (V-2) und Hypervaskularisation (V-3) unterschieden.

Abbildung 11:

Darstellung der
Hypervaskularisation V-3. Zu
erkennen sind Gefide
verschiedener Kaliber mit
enthaltenen Erythrozyten
(Préparat 34, VergroBBerung
200x, Trichomfarbung nach
Masson und Goldner)

34



Osteolysen

In Anlehnung an Weiler et al. [84] und Hoffmann et al. [32] fand eine Bewertung der
Schwere von Osteolysen statt. Hierbei erfolgte eine Unterteilung in nicht vorhandene (O-0),
milde (O-1), médBige (O-2) und stark ausgeprdgte Osteolysen (O-3). Die Messung dieser
Osteolysen fand longitudinal zur Sagittalebene statt, wobei milde Osteolysen weniger als
Imm, méBige 1-3mm und starke Osteolysen mehr als 3mm mafBen. Eine deutliche Anzahl von

Osteoklasten ist dabei fiir die Bewertung der Osteolyse wichtig.

Abbildung 12:

Darstellung eines einzelnen Osteoklasten innerhalb seiner Howshipschen Lakune (Priparat 5, Vergroferung
1000x, Trichomfarbung nach Masson und Goldner)
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Abbildung 13:

Darstellung der erhohten osteoklastischen Aktivitét innerhalb einer osteolytischen Zone. Zusétzlich zu erkennen
ist eine méBige Fremdkorperreaktion (Préparat 22, VergroBerung 200x, Trichomfarbung nach Masson und
Goldner)

Implantatgeometrie

Bei der Einteilung der Implantatgeometrie wurde unterschieden zwischen unverianderter (1-0),
noch weitestgehend erkennbarer (I-1) und vollig destruierter Geometrie (I-2). Hierbei wurden

der ventrale und der dorsale Anteil des Implantates einzeln betrachtet.

Abbildung 14:

Dargestellt ist die Einteilung der Implantatgeometrie, links I-0, mittig I-1 und rechts I-2.
Kombinierte von Kossa / Safranin-Orange Farbung der Praparate 1, 27 und 26.
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Ventraler Kallus

Die Anwesenheit sowie die Gewebequalitit von ventralem Kallus wurden morphologisch

beschrieben. Hierbei wurde zwischen Knochen, Knorpel und Bindegewebe unterschieden.
3.2.2 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS (statistical package for social sciences) fiir
Windows 12.0 (SPSS Deutschland GmbH, Miinchen, Deutschland). Aufgrund der kleinen
GruppengroBBe wurde eine Nichtnormalverteilung angenommen und dies durch die
Darstellung im Histogramm {iberpriift. Zur Analyse der Daten wurde der U-Test nach Mann-
Whitney, ein Zwei-Stichproben-Test flir unabhidngige Stichproben, verwandt. Eine Korrektur
des Signifikanzniveaus erfolgte im Anschluss nach Bonferroni-Holm. Die Ergebnisse wurden
von einem Biomathematiker (Institut fiir Biometrie und klinische Epidemiologie, CCM

Charité Hochschulmedizin Berlin, Charitéplatz 1, 10098 Berlin) iiberpriift.
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4 Ergebnisse

4.1  Histomorphometrie

4.1.1 Prozentualer Anteil der Knochenflache an der Gesamtflache der ROI

Der Anteil der Knochenfldche an der ROI ist in den Gruppen I, I und IV, deren Mediane
zwischen 34,4% und 37,5% rangieren, signifikant hoher als in Gruppe V, hier liegt der
Median der Knochenfldche um 22,9%. Aufgrund der groBeren Streubreite der Werte ist kein
signifikanter Unterschied der Gruppen II und V nachweisbar. Die mediane Knochenfldche

wurde hier mit 31,4% gemessen. (Abb. 15)

* *
. |
40
[
S
S 30 T
m J—
<
(]
1{5
c
[b] —
e
3
2 207
2
10
| | | | |
Gruppe I Il Il \Y %
n= 8 8 8 8 7

Abbildung 15:

Darstellung des prozentualen Anteils der Knochenfldche der ROI. * signifikant gegeniiber Gruppe V (I vs. V
p=0,001; Il vs. V p=0,004; IV vs. V p=0,006)
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4.1.2 Prozentualer Anteil der Knorpelflache an der Gesamtflache der ROI

Der Anteil der Knorpelfldche an der ROI ist in den Gruppen I und IV signifikant hoher als in
Gruppe II bzw. in den Gruppen I, III und IV signifikant héher als in Gruppe V. Dabei
rangieren die gemessenen medianen Anteile der Knorpelfliche der Gruppen I, II und IV
zwischen 1,9% und 2,6%. Zwischen den beiden Gruppen mit der niedrigsten Knorpelfldche
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Der Median der Knorpelfliche
liegt hier, Gruppe II, bei 0,6%, die gemessene Knorpelfliche der Gruppe V betrigt 0,2%.
(Abb. 16)
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Abbildung 16:

Darstellung des prozentualen Anteils der Knorpelfliche an der Fliache der ROI. * signifikant gegeniiber Gruppe
V (Ivs. V p=0,001, III vs. V p<0,001; IV vs. p<0,001), + signifikant gegeniiber Gruppe II (I vs. I p=0,002; IV
vs. II p=0,005)
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4.1.3 Prozentualer Anteil der mineralisierten Knorpelflache an der

Gesamtknorpelflache

Der Anteil mineralisierter Knorpelfliche an der Gesamtknorpelflache ist in den Gruppen II
und III signifikant hoher als in Gruppe I und signifikant hoher als in Gruppe V. Zwischen den
Gruppen II (wachstumsfaktoraugmentiert) und III konnte dabei kein signifikanter Unterschied
nachgewiesen werden. Der Median der Gruppe II liegt mit 39,8% hdoher als nach neun
Monaten ohne Wachstumsfaktoren (Gruppe III), hier liegt der Anteil mineralisierten Knorpels
bei 32,5%. Der Abfall des Anteils mineralisierten Knorpels nach einem Jahr stellt sich mit
8,1% deutlich dar, ist jedoch aufgrund der groBeren Streuung der Werte nicht signifikant. Die
Gruppen mit dem niedrigsten Anteil mineralisierten Knorpels, Gruppe I, IV und V zeigen

untereinander keine signifikanten Unterschiede, ihre Mediane rangieren zwischen 4,4% und
11,3%. (Abb. 17)
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Abbildung 17:
Darstellung des prozentualen Anteils der mineralisierten Knorpelfliche an der Gesamtknorpelfliche. *

signifikant sowohl gegeniiber Gruppe I (I vs. II p=0,007; I vs. II p=0,001) als auch Gruppe V (' V vs. III p=0,001;
V vs. II p<0,001). o Ausreil3er.
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4.2  Histomorphologie des Fusionsspaltes

4.2.1 Intervertebrale Fusion

- Gruppe | Gruppe Il | Gruppe il | Gruppe IV | Gruppe V
Punktwerte 12 Wochen - quhen il 9 Monate 12 Monate 24 Monate
Beschichtung
1 F-1 2 1 3 2 1
2 F-2 3 3 1 3 2
3 F-3 3 4 4 3 4
Punkte 17 19 17 17 19
Tabelle 1:

Aufstellung der nachgewiesenen Fusionen, F-1 komplette Fusion, F-2 partielle Fusion, F-3 keine Fusion, und
ihrer Wichtung.

In der Frithphase der Spondylodese (Gruppe I) konnten in fiinf von acht Féllen Fusionen
nachgewiesen werden, in zwei dieser Félle handelte es sich um komplette Fusionen. Nach
neun Monaten konnten in drei von acht Féllen komplette Fusionen nachgewiesen werden,
fusioniert waren in dieser Gruppe insgesamt vier von acht Priparaten. Beziiglich kompletter
Fusionen sinkt deren Anzahl ab diesem Zeitpunkt ab, sodass nach zwei Jahren lediglich noch
in einem von sieben Priparaten eine komplette Fusion nachweisbar ist, insgesamt sind nach

zwei Jahren in drei von sieben Fillen Fusionen nachweisbar.

Die Beschichtung der Implantate mit Wachstumsfaktoren (Gruppe II) zeigte in der Frithphase
der Spondylodese keine Erhohung der Fusionsraten. Insgesamt lassen sich hier in vier von
sieben Féllen Fusionen nachweisen, in einem dieser Préparate zeigte sich eine komplette

Fusion (Tabelle 1).
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4.2.2 Gewebetypisierung im Fusionsspalt

Punki Gruppe | Gruppe ”_ Gruppe Il Gruppe IV Gruppe V
unktwerte 12 Wochen lé e\gi:%?gﬁtr:u?;t 9 Monate 12 Monate 24 Monate

8 G-0 1 -—- - ---

7 G-1 - 3 1 --- 4

6 G-2 1 2 --- ---

5 G-3 1 -—- 1 2

4 G-4 - 1 2 1

3 G-5 3 1 1 3 2

2 G-6 2 1 2 2

1 G-7 - ---- 1 --- 1

Punkte 32 42 28 27 35

Tabelle 2:

Aufstellung der Ergebnisse der Gewebequalitét des Fusionsspaltes und ihre Wichtung. G-0 Dedritus bzw. leerer
Fusionsspalt, G-1 indegewebe, G-2 mehr Bindegewebe als Knorpel, G-3 mehr Knorpel als Bindegewebe, G-4
Knorpel, G-5 mehr Knorpel als Knochen, G-6 mehr Knochen als Knorpel, G-7 Knochen.

Die Gewebequalitit des Fusionsspaltes nimmt bis zum ersten postoperativen Jahr stetig zu

und fillt zum Untersuchungszeitpunkt zwei Jahre postoperativ auf Werte der frithen

Fusionsphase. In dieser, Gruppe I zeigt die Augmentation mit Wachstumsfaktoren im

Vergleich, Gruppe II,

handelt es sich hier vornehmlich um Bindegewebe (Tabelle 2).

4.2.3 Fremdkorperreaktion im Fusionsspalt

keine Vorteile. Beim vorherrschenden Gewebe des Fusionsspaltes

Gruppe | Gruppe Il Gruppe Il Gruppe IV Gruppe V
Punktwerte 12 Wochen 2 Woc_hen il 9 Monate 12 Monate 24 Monate
Beschichtung
1 R-0 4 === 4 1 ===
2 R-1 3 1 1 === 1
3 R-2 == 1 3 4 3
4 R-3 1 6 == 3 3
5 R-4 === === === === ===
Punkte 14 29 15 25 23
Tabelle 3:

Aufstellung der Ergebnisse der Fremdkorperreaktion und ihre Wichtung. R-0 keine Fremdkorperreaktion, R-1
schwache Fremdkorperreaktion, R-2 milde Fremdkorperreaktion, R-3 miBige Fremdkorperreaktion, R-4 starke
Fremdkorperreaktion.
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Die Schwere der Fremdkorperreaktion nimmt im zeitlichen Verlauf zu, sodass nach einem

Jahr sieben von acht Préparaten milde und miBlige Reaktionen aufweisen. Eine Beobachtung
in der Frithphase der Fusion war eine deutlich stirker ausgepriagte Fremdkdrperreaktion in der
Wachstumsfaktoraugmentierten Gruppe (II) im Vergleich zur Gruppe ohne Augmentation

(Gruppe 1) (Tabelle 3).

4.2.4 Vaskularisation im Fusionsspalt

Gruppe | Gruppe Il | Gryppe Il | Gruppe IV | Gruppe V
Punktwerte 12 Wochen -2 quhen il 9 Monate 12 Monate 24 Monate
Beschichtung
1 V-0 1 1 1
2 V-1 3 --- 3 3 1
3 V-2 3 3 5
4 V-3 4 8 1 1 1
Punkte 21 24 20 20 21
Tabelle 4:

Aufstellung der Ergebnisse der Vaskularisation im Fusionspalt und ihre Wichtung. V-0 keine Gefifle
nachweisbar, V-1 vereinzelte Gefdlle, V-2 deutliche Gefdle, V-3 Hypervaskularisation.

Eine Zunahme der im Priparat vorhandenen Gefdfle konnte ebenfalls beobachtet werden.
Auch hier ist die Zunahme nicht nur im zeitlichen Verlauf zu beobachten, in der Gruppe mit
Wachstumsfaktoraugmentation liegt, im Vergleich zu allen nicht augmentierten Gruppen, eine

deutliche Hypervaskularisation vor (Tabelle 4).

4.2.5 Osteolysen der angrenzenden Wirbelkorper

Punk Gruppe | Gruppe ”_ Gruppe Il Gruppe IV Gruppe V
unktwerte 12 Wochen lé e\gﬁ?ﬁt’;rﬁgt 9 Monate 12 Monate 24 Monate

1 0-0 6 5 6 3 3

2 0O-1 1 1 --- ---

3 0-2 1 1 1 5

4 0-3 - 1 1 --- 4

Punkte 12 14 13 18 19

Tabelle 5:

Aufstellung der Ergebnisse der Osteolysen im Fusionspalt und ihre Wichtung. O-0 keine Osteolysen
nachweisbar, O-1 milde Osteolysen bis Imm, O-2 méBige Osteolysen 1-3 mm, O-3 starke Osteolysen grofer als
3mm.

Die Stiarke der beobachteten Osteolysen nahm im zeitlichen Verlauf zu, wobei ein deutlicher

Sprung in der Ausprigung der implantatnah gemessenen Osteolysen nach einem Jahr zu
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verzeichnen war. Die Augmentation mit Wachstumsfaktoren zeigt hier einen leichten Trend

zu lytischem Geschehen (Tabelle 5).

4.2.6 Analyse der Implantatgeometrie im Verlauf

Punk Gruppe | Gruppe “_ Gruppe llI Gruppe IV Gruppe V
unktwerte 12 Wochen 1;(9‘2:%?2'?& :;'t 9 Monate 12 Monate 24 Monate
1 -0 11 7 2 2
2 I-1 4 9 7 6
3 -2 1 7 8 14
Punkte 25 25 37 38 42
Tabelle 6:

Aufstellung der Ergebnisse der Implantatgeometrie des ventralen und dorsalen Cageanteil (zusammen n=16,
bzw. n=14 in Gruppe V) und ihre Wichtung. I-0 Geometrie erhalten, I-Geometrie weitestgehend erhalten, -2
urspriingliche Geometrie nicht mehr erkennbar.

Die Cagegeometrie nimmt im Zuge der Implantatdegradation im Zeitverlauf deutlich ab,
wobei die geringsten Unterschiede die Gruppen III und IV im Vergleich miteinander

aufweisen (Tabelle 6).

4.2.7 Analyse der ventralen Kallusstarke im Verlauf

Gruppe | Gruppe “_ Gruppe Il Gruppe IV Gruppe V
12 Wochen 1;;22%‘;2;’:] r?;t 9 Monate 12 Monate 24 Monate
Kallusdicke 3,5 mm 4,25 mm 4,25 mm 4.5 mm 5mm
Tabelle 7:

Ubersicht der gemessenen ventralen Kallusstirken.

Die Stédrke des ventralen Kallus zeigt eine deutliche Zunahme und erreicht ihre grofite Stirke
ein Jahr postoperativ und bleibt dann konstant. Die wachstumsfaktoraugmentierte Gruppe (II)
weist hierbei eine Kallusstirke auf wie sie ohne Wachstumsfaktoren erst nach neun Monaten

erreicht wird (Tabelle 7).

4.2.8 Sonstiges

Ein Tier der Gruppe V (Nr. 37) musste nach 17 Monaten wegen progredienter Tetraplegie,
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aufgrund eines Implantatprolaps vorzeitig getdtet werden. Bei diesem Tier lag der Anteil der
Knochenfliche an der Gesamtfliche der ROI bei 30,79%, der Knorpelanteil an der
Gesamtfliche der ROI bei 0,05% wund der Anteil mineralisierten Knorpels an der
Gesamtknorpelflache bei 23,48%. Das Préparat des Tieres 37 zeigte eine komplette Fusion
(F-1) und als Gewebe des Fusionsspaltes ausschlieBlich Knochen (G-7).
Fremdkorperreaktionen (R-0), Gefdlle (V-0) oder Osteolysen (O-0) waren im Fusionsgebiet
nicht erkennbar. Die Geometrie des ventralen Implantatanteiles war noch weitgehend
erkennbar (I-1), am dorsalen Implantatteil war diese zerstort (I-2). Der ventrale Kallus stellte

sich mit einer Dicke von 5 mm als reifer lamellarer Knochen dar.

In Gruppe V wiesen vier Tiere ein in den Spinalkanal prolabierten Anteil des Implantates auf.
Bei Tier Nr. 37 fand sich ein 9 mm messender Prolaps, Tier Nr. 36 zeigte ein 5 mm
messenden Prolaps, Tier Nr. 32 zeigte einen 8 mm messenden Prolaps und Tier Nr. 31 zeigte
einen 3 mm messenden Prolaps. In derselben Gruppe fanden sich in zwei Féllen grofle, mit
Implantatfragmenten, Detritus und Bindegewebe gefiillte ossidre Defektzonen im Bereich des

ehemaligen Implantatlagers

Abbildung 18:

Darstellung eines 9 mm messenden Implantatprolapses in den Spinalkanal mit Myelonkompression.
Sagepraparat des Tieres 37.
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Abbildung 19:

Darstellung eines 8 mm messenden Implantatprolapses in den Spinalkanal (linkes Bild, Ségepréaparat des Tieres
32). Ebenfalls dargestellt sind zwei Praperate mit massivem ossdren Defekt. (kombinierte von Kossa / Safranin-
Orange Farbung der Priparate 32 (mitte) und 38 (rechts))

Abbildung 20:

Darstellung des von Bindegewebe und Entziindungszellen gesdumten Implantatdedritus (Préparat 38,
VergroBerung 200x, Trichomfarbung nach Masson und Goldner)
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5 Diskussion

Die Resultate der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit beschreiben und quantifizieren auf
histologischer Ebene die Integration eines biodegradierbaren Implantates fiir die zervikale
Spondylodese der Schafswirbelsdule. Es konnte gezeigt werden, dass sich im Tiermodell der
Schafshalswirbelsdule die Biodegradibilitit resorbierbarer Cages und die zelluldre Knochen-
Implantat-Interaktion sowohl in der Frithphase (12 Wochen) unter verschiedenen
Bedingungen (mit und ohne Wachstumsfaktorenbeschichtung) als auch im Langzeitversuch (2
Jahre) zuverléssig untersuchen lassen. Die Ergebnisse der detaillierte histomorphometrischen
Untersuchungen und semiquantitativen Analysen zeigen unter Beriicksichtigung
verschiedener Knochen-/Kallusparameter sowie Implantat-induzierter Reaktionsmuster ein
sehr heterogenes Bild. Die Resultate sind in erster Linie durch eine im Vergleich zu den 2-
Jahresergebnissen signifikant erhdhte Knochenfliche, mineralisierte und nicht-mineraliserte
Knorpelfldche in den Untersuchungen bis 1 Jahr postoperativ gekennzeichnet. Ferner zeigen
die Parameter Gewebequalitit, Fremdkdrperreaktion, Grund-/Deckplatten-nahe Osteolysen
und Vaskularisation im Fusionsspalt zu den verschiedenen Zeitpunkten eine ganz
unterschiedliche Ausprigung mit ebenfalls zunehmender Intensitit am Ende des
Untersuchungszeitraumes. Dass die Dynamik dieser Verdnderung sowie die dadurch bedingte
geringe Fusionsrate zu 2 Jahren postoperativ. im engen kausal-pathogenetischen
Zusammenhang mit der Degradationskinetik des Implantates steht, wird durch den zeitgleich
ablaufenden, progredienten Verlust der Implantatgeometrie verdeutlicht. Eine Beschichtung
des Implantates konnte dabei in der Friihphase der Fusion weder eine Reduktion noch
Akzentuierung der knochernen Fusionsrate und Implantat-induzierten, negativen

Verdnderungen im umliegenden Knochen bewirken.

Tiermodell der Schafshalswirbelsaule

Mehrere Voruntersuchungen konnten zeigen, dass die Schafswirbelsdule hinsichtlich der
Anatomie und Biomechanik ein valides Modell zur Bearbeitung klinisch relevanter
Fragestellungen ist [37, 87, 88]. Insbesondere im Bewegungssegment C3/4 zeigte sich die
ausgeprigteste Ubereinstimmung mit der humanen Situation. So ist dieses Segment in der
Konfiguration der Bandscheibenficher, der AusmalBle der Wirbelkdrper und der Stellung der
Gelenkfacetten der menschlichen Halswirbelsdule am &hnlichsten [37, 87, 88]. Zahlreiche
wirbelsdulenchirugische  Studien haben aus diesem Grund bereits auf das

Schafswirbelsdulenmodell zuriickgegriffen [25, 34, 41, 72]
47



So konnten Kandziora et al. in einer in vitro Studie radiographische und biomechanische
Ubereinstimmungen zwischen oviner und humaner Halswirbelsiulen feststellen. Im Vergleich
zu humanen HWS-Prédparaten zeigten sich trotz unterschiedlichen Werten fiir Flexion,
Extension und axialer Rotation keine Unterschiede in den intervertebralen Winkeln, den
Grund-/Deckplattenparametern und &hnliche Werte in der Knochenmineralisation (BMD)
[37].

Trotz dieser anatomischen und biomechanischen Ahnlichkeiten, bestehen McAffee et al.
zufolge Unterschiede hinsichtlich der statischen Krafteinwirkung an der Wirbelsdule von
Zwei- und Vierbeinern [50]. Ebenfalls anzumerken ist, dass in Hinsicht auf eine nachfolgend
durchzufiithrende Spondylodese, eine kiinstlich, d.h. experimentell geschaffene Instabilitit im
Modell andere biomechanische und histologische Reaktionsmuster zeigt als degenerativ,

tumords oder posttraumatisch-induzierte Instabilititen.

Ferner besitzt das Schaf eine zum Menschen differente Knochenstruktur. Hinsichtlich dieser
Problematik wiren andere Tiere, wie zum Beispiel Hunde oder Primaten, besser geeignet.
Dies ist jedoch mit ethischen Bedenken behaftet [23]. In diesem Zusammenhang und unter
dem Aspekt, dass alternative GroBtiermodelle, aufgrund geringeren Knochenmineralisierung
und Neigung zu Frakturen nicht geeignet sind [60], wurde fiir biomechanische und
histomorphologische Untersuchungen der ventralen zervikalen Spondylodese das Tiermodell
der Schafswirbelsdule verwendet. Die Gro3e der Versuchsgruppen wurde mit acht Tieren pro
Gruppe so gewdhlt, dass trotz eines Ausfalls ein Vergleich der Gruppen untereinander

moglich bleibt.

Ventrale interkorporelle Fusion, intervertebrale Cages und Biodegradierbarkeit

Obwohl die ventrale Diskektomie, Dekompression und interkorporelle Fusion mittels
trikortikalem Beckenkammspan nach wie vor die am héufigsten verwendete Methode
darstellt, gewinnen intervertebrale Cages als Implantate zunehmend an Bedeutung. Dabei
kommen zur ventralen zervikalen Spondylodese verschiedenste Materialien als Implantate
zum Einsatz [16, 31, 42, 47, 48, 59, 86]. Sie alle haben jedoch unterschiedliche Vor- und
Nachteile. So kommt es in Abhédngigkeit von Material und Cagedesign zu Implantatversagen,
Pseudarthrosenbildung und bei metallischen Implantaten zur Erzeugung von Artefakten bei
radiologischen Untersuchungen [16, 31, 42, 86]. Ferner fiihren Metallcages zu Problemen im
Langzeitverlauf, wie Cagemigration, Lockerung, Anschlussdegeneration aufgrund der hohen

Steifigkeit, ,,stress shielding” Phinomenen innerhalb des Cages und damit reduzierter
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interkorporeller knocherner Fusion [73]. Insbesondere aber in Hinsicht auf die
Artefaktbildung metallischer Cages in CT- und MRT-Untersuchungen mit verminderter
Beurteilbarkeit der Fusion oder aber eines Lokalrezidives nach Tumorresektionen, wurden
biodegradierbare Materialien entwickelt. Inwieweit diese jedoch diese Nachteile auch auf
lange Sicht umgehen kdnnen, bleibt unklar [86]. Obgleich eine reduzierte Artefaktbildung in
radiographischen Untersuchungen, ein reduziertes ,,stress shielding®, geringere Probleme bei
einer spdteren Revision und mdglicherweise notwendigen Implantatentfernung erwartet
werden, sind auch Komplikationen durch die Degradation dieser Implantate und den damit
verbundenen Biokompatibilitdtsproblemen (Osteolysen, Fremdkorperreaktionen,
Entziindungen, Verlust der Cagegeometrie etc) berichtet worden [11-13, 17, 28, 56, 58, 82,
84, 85].

Ziel dieser Arbeit, die Teil eines Gesamtprojektes ist, war es, ein neues, biodegradierbares
Implantat fiir die ventrale Spondylodese am Bewegungssegment C3/4 histologisch zu
evaluieren. Diese Evaluation erfolgte nach drei, neun, 12 und 24 Monaten. Zusétzlich
erfolgte ein Vergleich der Optimierung der kndchernen Durchbauung und Gewebequalitit

durch Wachstumsfaktoren zu einem frithen Zeitpunkt (12 Wochen) der Fusion.

Zur histomorphometrischen Analyse wurde das bereits etablierte KS 400 Bildanalysesystem
[39], welches anhand der unterschiedlichen Anfédrbbarkeit von Geweben deren prozentualen
Anteil an einer definierten ROI  [39] errechnet, verwendet. Beim Vorliegen von

Rissartefakten wurden diese manuell markiert und von der ROI ausgeschlossen.

Bislang liegen verschiedene Arbeiten zur Beurteilung der Fusionsqualitit vor. So
unterscheiden Zdeblick et al. [91] in ihren Fusionsscores zwischen der Gewebequalitit an den
Oberfldachen und im Inneren eines BAK-Cages. Dieser Implantattyp ist jedoch im Gegensatz
zu dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Implantat, in einem Schraubendesign
gehalten. Bei solchen Implantaten verlduft die Pore horizontal zu den angrenzenden Deck-
und Grundplatten. Der Nachweis von durch die Pore verlaufenden, die angrenzende Deck-
und Grundplatte verbindenden Knochenbriicken, ist demzufolge hier nicht moglich. Da in
diesem Bewertungsmodus der Nachweis einer durchgehenden, die Deck- und Grundplatte
verbindenden Knochenbriicke nicht gefiihrt werden kann, wurde zur Bewertung der Fusion
in der vorliegenden Arbeit auf ein von Toth et al. [79] publizierten Fusionsscore
zuriickgegriffen. Hier fanden gleichfalls Implantate im Schraubendesign ihre Anwendung,
deren Poren jedoch vertikal zur angrenzende Deck- und Grundplatte verliefen. Auch beim

Resorbon®-Implantat verlduft diese vertikal und eine genauere Analyse der die Pore
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durchlaufenden Knochenbriicke ist damit moglich. Eine Unterscheidung zwischen
kompletter, partieller und nicht stattgehabter Fusion scheint sinnvoll, um der
Zweidimensionalitdt der histologischen Untersuchungsmethode gerecht zu werden. Toth et al.
[79] beobachteten bei implantierten PLDLLA-Cages im Verlauf ansteigende Fusionsraten mit
100% nach 12 Monaten und zu frilheren Beobachtungszeitriumen lediglich eine milde
Fremdkorperreaktion zu der nach 12 Monaten noch Anzeichen einer akuten Entziindung
kommen, die jedoch weder Einfluss auf die Fusionsraten zu haben scheint, noch zu
Osteolysen fiihrt, da Toth et al. solche nicht nachweisen konnten. In dieser Arbeit konnte
jedoch, gestiitzt durch den konstant bleibenden Anteil der Knochenfliche, keine Steigerung
der Fusionsrate beobachtet werden. Diese fielen, wie auch die Knochenfliche nach zwei
Jahren deutlich ab. Gleichzeitig stiegen die beobachteten Fremdkorperreaktionen und
Osteolysen, sodass in dieser Arbeit ein Zusammenhang zwischen schlechten Fusionsraten und
starker Inflammation zu beobachten war. Resorbon® scheint wihrend seiner Degradation eine
schlechtere Biokompartibilitidt als das von Toth et al. eingesetzte PLDLLA Implantat zu

haben und somit zu schlechteren Ergebnissen beziiglich der knéchernen Fusion zu fiihren.

Die Gewebequalitét innerhalb einer zu fusionierenden Zone wurde bereits von Emrey et al.
[24] mit der Fragestellung nach dem Einfluss der Bestrahlung auf die Fusionsrate
beschrieben. Die Qualitdt nimmt von Bindegewebe liber Knorpel bis hin zum kndchernen
Gewebe zu und wird im Score zur Fusionsevaluation hoher bewertet. Das Modell stellt
ebenfalls eine Fusionsbewertung dar, die besser auf die nicht mineralisierten Gewebe
innerhalb einer Fusionszone eingeht. Um die Beschreibung der Fusion nach einer ventralen
zervikalen Spondylodese zu ergénzen, kam auch Emreys, urspriinglich am Hund etablierte
Modell, mit welchem er nachwies das eine postoperative Bestrahlung nach erst zehn Tagen zu
gleichen Geweben im Operationsgebiet fithrt wie ohne Bestrahlung, zur Anwendung. Bei
ausbleibender Fusion ist dabei Knorpel als vorherrschendes Gewebe im Fusionsspalt als
hochwertiger angesehen als Bindegewebe, da dieser in entsprechender Umgebung eher

mineralisiert.

Zur Evaluation von Fremdkorperreaktionen bei der Degradation von resorbierbaren
Materialien an der Wirbelsdule wurde auf ein von Duranti et al. [22] publiziertes Modell
zuriickgegriffen. Hierbei wurde die Gewebereaktion auf resorbierbare kollagene Implantate
zur subkutanen Augmentation bewertet. Zwar handelt es sich im Original nicht um eine
Anwendung an der knochernen Wirbelsdule, jedoch sind die Prinzipien der Reaktion auf

Fremdkorper sowohl im Knochen als auch in Weichgeweben dhnlich. Da jedoch am Knochen
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die Reaktion auf Fremdkorper eine Osteolyse zur Folge haben kann, wurde zur Ergidnzung

ein radiologisches Punktesystem zur Beurteilung von Osteolysen am Knochen, als Reaktion
auf Fremdmaterialen, herangezogen [32, 84]. Bei dem von Weiler und Hoffmann publizierten
Score kamen, wie in dieser Arbeit, resorbierbare Implantate zur Anwendung. In Anlehnung an
diesen klinisch-radiologischen Score wurden osteolytische Areale in den Préparaten in ihrer
sagittalen Ausdehnung vermessen. Dieses hat den Vorteil dass kleine Osteolysen detektiert
werden konnen, die im konventionellen Réntgenbild durch Uberlagerungen nicht sichtbar
wiren. Weiler et al. konnten in ihrer Arbeit iiber den Einsatz von resorbierbaren PGA
Schrauben zur Refixation osteochondraler Fragmente im Schafknie nach 4 Wochen bereits
schwere Osteolysen nachweisen. Nach drei und sechs Monaten waren schwere, konfluierende
Osteolysen das iliberwiegende sich zeigende Bild. In zwei von 12 Fillen zeigte sich eine
schwere Inflammation teilweise mit Fisteln ohne Nachweis von Bakterien. In den iibrigen
Priparaten konnten nur moderate Fremdkorperreaktionen nachgewiesen werden. Im
Vergleich zu dem von Weiler et al. eingesetzten Implantaten scheint Resorbon® trotz seiner
erheblichen Fremdkorperreaktion und im Verlauf zunehmender Osteolysen eine deutlich
bessere Biokompartibilitdt aufzuweisen, jedoch ist hier nicht klar, wann der ,Peak® der
Degradation erreicht ist und inwiefern die nach zwei Jahren sichtbare Ausprigung der
Osteolysen das Maximum darstellt. Weiler et al. zeigten das die Osteolysen bei PGA als
schnell degradierbares Material nach 12 Monaten deutlich regredient und nach 24 Monaten

praktisch nicht mehr nachweisbar waren.

Die Bewertung der Vaskularisation des implantatumgebenden Gewebes nach Emrey et al.
[24] sollte iiber die nutritive Situation und Oxygenierung des Gewebes wihrend der
Degradation bzw. dessen Reaktion auf resorbierbare Materialien Aufschluss geben. Eine
Entziindungsreaktion geht mit einer Hypervaskularisation des betroffenen Gewebes einher.
Eine Entziindungsreaktion, insbesondere auf Fremdkdrper, ist aber immer auch mit einer
Akkumulation von leukozytiren mononukledren Zellen (Phagozyten) und einer verstirkten
Ausschiittung/ Exozytose lysosomaler Enzyme vergesellschaftet. Diese wirken als Proteasen
zum Teil autodestruktiv, bewirken eine weitere Chemotaxis gleichartiger Zellen, fiihren zu
einer Perpetuierung der Fremdkorperreaktionen und Verstirkung der lytischen
Verdnderungen benachbarter Gewebe. Auf der anderen Seite weil man, dass eine
ausbleibende oder behinderte Vaskularisation von Frakturen iiber eine verminderte nutritive
Perfusion, Oxygenierung und vendse Drainage zu Pseudarthrosen flihren kann [46]. Somit ist
die Beurteilung der Vaskularisation der Fusionszone von pathogenetischer Bedeutung fiir die

Interpretation des Ablaufes der Spondylodese.
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Mit Hilfe eines etablierten Bildanalyseverfahrens [39] wurden die prozentualen Anteile einer
Knochen- und Knorpelfliche innerhalb einer definierten ROI-Fliche gemessen. Ebenfalls
gemessen wurden in diesem Zuge die prozentualen Anteile der mineralisierten Knorpelfldche
an der vorher gemessenen Gesamtknorpelfliche. In dieser histomorphometrischen Analyse
zeigte sich kein signifikanter Unterschied beziiglich der Knochenfldche zum Zeitpunkt von
drei (Gruppe I und II), neun (Gruppe III) und 12 Monaten (Gruppe 1V). Nach 24 Monaten
(Gruppe V) sah man jedoch einen signifikanten Abfall dieses Parameters. Einige der
Priparate weisen innerhalb der ROI kaum noch Knochen auf, nur Implantatreste, Detritus und
Bindegewebe. Dies ist eine Folge der stattgehabten Implantatquellung, die, wie von Goferich

et al. [29] beschrieben, infolge der Polymerdegradation auftritt.

Der signifikant niedrigere Anteil an Knorpel in der Gruppe II im Vergleich zur Gruppe I
kann zu dem Schluss verleiten, dass die Augmentation der Implantate mit Wachstumsfaktoren
zu einer frilhen enchondralen Ossifikation in vivo flihrt. Diese Annahme wird durch den
signifikant hoheren Anteil mineralisierten Knorpels an der Gesamtknorpelfliche unterstiitzt.
Vergleicht man den Anteil mineralisierten Knorpels iiber die Zeit (Gruppe I, III, IV und V),
so fallt auf, dass dieser sein Maximum ohne Wachstumsfaktorbeschichtung erst nach neun
Monaten erreicht, um dann wieder abzufallen. So ist es denkbar, dass es in der Tat durch
Wachstumsfaktoren zu einer frilhen enchondralen Ossifikation kommt, ohne sich jedoch auf
den Anteil der Knochenfldche im Fusionsspalt auszuwirken. Allerdings nimmt die Dicke des
ventralen Kallus iiber die Zeit zu. So erreicht auch hier der Kallus der Gruppe II bereits nach
drei Monaten eine Dicke, wie dies ohne Wachstumsfaktoren erst nach neun Monaten der Fall
ist. Warum allerdings eine Zunahme der mineralisierten Knochen-/ Knorpelfliche nur
auBerhalb des Fusionspaltes zu beobachten ist bleibt unklar. Moglicherweise hat dieses
Phidnomen seine Ursachen in der negativen Interaktion mit dem Cagematerial bzw. dessen
Degradationsprodukten. Deren Konzentration ist im Fusionsspalt sicherlich hoher als im
ventralen Kallusbereich und konnte fiir die Zunahme der enchondralen Ossifikation in Form
von Knochenfliche in Cagefernen Arealen verantwortlich sein. Wie Schmidmaier et al
beschrieben haben ist die Beschichtung mit PDLLA selbst bereits fiir eine bessere und
schnellere Frakturheilung verantwortlich [69]. In Beobachtungen an Rattentibia konnten diese
Autoren unter Verwendung einer gleichen Beschichtung und Wachstumsfaktoren eine

signifikant schnellere Frakturheilung mit friiheren kndchernen Formationen nachweisen [68].
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Auch Wildemann et al. zeigten in vitro eine frithere Differenzierung osteoblastérer
ortsstindiger Zellen und damit eine vermehrte und schnellere Kallusbildung sowie eine
schnellere Differenzierung des Knorpels. Diese Tatsachen scheinen auch hier fiir den hoheren
Anteil mineralisierten Knorpels in Gruppe II verantwortlich zu sein auch wenn dies der

einzige beschleunigende Effekt war der hier beobachtet werden konnte.

In der histomorphologischen Auswertung zeigte sich aulerdem, dass die Gruppen Il und V im
Vergleich zu den anderen Gruppen schlechtere Ergebnisse beziiglich der Fusionen aufwiesen.
Auch im Parameter der Gewebequalitdt schnitt die wachstumsfaktoraugmentierte Gruppe (II)
mit einem Uberwiegen von Bindegewebe in der Fusionszone schlechter ab als die nicht
augmentierte Gruppe zum Zeitpunkt von drei Monaten (I). Nach einer initial mittelméBigen
Gewebequalitdt in Gruppe I verbessert sich diese nach neun (Gruppe III) und 12 Monaten
(Gruppe 1V), um dann nach zwei Jahren (Gruppe V) wieder abzunehmen. Das niedrige
Niveau der Gruppe II wird jedoch nicht erreicht. In keiner der Gruppen konnte eine starke
Fremdkorperreaktion beobachtet werden. Es fillt jedoch eine deutliche Haufung méBiger
Fremdkorperreaktion mit dem vermehrten Auftreten von Entziindungszellen und
Fremdkorperriesenzellen innerhalb der wachstumsfaktoraugmentierten Gruppe (II) auf.
Vergleicht man den Verlauf der Fremdkorperreaktion in den Gruppen I, III, IV und V, so
nimmt diese, erwartungsgemaf, mit einsetzender Implantatdegradation zu und erreicht nach
einem Jahr ein stabiles Niveau. Dieses wird iiber den restlichen Zeitraum gehalten, da die
Materialdegradation auch nach zwei Jahren noch nicht abgeschlossen ist. Eine mit der
steigenden Inflammation einhergehende Hypervaskularisation konnte nicht beobachtet
werden. Diese zeigte sich jedoch in der Halfte der Préparate der Gruppe I sowie in allen
Préaparaten der Gruppe II. Es scheint somit eher in der Frithphase der Fusion und eher durch
Wachstumsfaktoren stimuliert zu einer Hypervaskularisation zu kommen. Es existieren
verschiedene Arbeiten die einerseits nachweisen konnten, dass durch Hypoxie in Osteoblasten
die Expression von vascular endothelial growth factor (VEGF) erhoht wird [77]. Andererseits
sind verschiedene Cytokinde und Wachstumsfaktoren, unter anderem IGF und TGFB-1, fiir
die Expression von VEGF in Osteoblasten und osteoblast-like-cells verantwortlich [62].
TGFB-1 ist ein potenter Forderer der Angiogenese. In einer durch Inflammation
gekennzeichneten Umgebung, in welcher verschiedenste Cytokine frei werden, ist TGFB-1 in
der Lage die Expression von VEGF zu steigern [62]. VEGF wiederum ist essentiell fiir das
Wachstum von Gefdllen [62]. In der Frithphase der Fusion ist ein gewisses Mall an
Hypervaskularisation geniigend durch die vorherrschende Hypoxie erkldrt. Im Zuge des

operativen Zuganges werden bestehende Gefidlle zerstort, diese miissen neu gebildet werden.
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Die so viel stirkere Hypervaskularisation der Gruppe mit Wachstumsfaktoraugmentation
stiitzt dabei die Ergebnisse von Saadeh et al. Bei gleichem Untersuchungszeitraum sind die

GefaBeinsprossungen durch den Einsatz vin IGF-1 und TGFB-1 deutlich ausgeprigter.

Die osteolytische Aktivitdt nahm erwartungsgemdll mit zunehmender Degradation, dhnlich
der Fremdkorperreaktion, zu. In der wachstumsfaktoraugmentierten Gruppe war hierbei eine

dhnliche Aktivitdt wie nach neun Monaten ohne Augmentation (Gruppe III) zu verzeichnen.

Eine aseptische Inflammation ist durch die Degradation des Implantates bedingt und keine
Seltenheit [11, 17, 58, 82]. Diese Inflammation wird Mikrokristallen, die aus dem
Implantatmaterial freigesetzt werden, zugeschrieben [13]. Durch diese Inflammation werden
Cytokine freigesetzt die wiederum Stimmulatoren der Osteoklasten darstellen. Es kommt
konsekutiv zu einer erhohten Aktivitit der knochenabbauenden Faktoren, die Folge sind
Osteolysen. Hierbei scheint die Triagersubstanz PDLLA, welche fiir die Augmentation mit
Wachstumsfaktoren verwendet wurde und schnell degradierbar ist, eine stirkere Inflammation
und somit eine grofere Inzidenz von Osteolysen in der Frithphase der Fusion zu verursachen.
Als weiteren Grund fir die Zunahme der osteolytischen Aktivitdit im Verlauf der
Untersuchung konnte eine durch die Implantatdegradation bedingte Instabilitdt sein. Auch die
Implantatgeometrie verschlechtert sich mit fortschreitender Degradation des Implantates. Das
Zusammenspiel von Stabilititsverlust durch Geometrieverlust und Inflammation durch

Degradation ist fiir die Bildung einer Pseudarthrose durchaus vorstellbar.

Die positive und beschleunigende Wirkung der Augmentation von Implantaten mit
Wachstumsfaktoren iiber eine PDLLA-Trigermatrix fiir die Knochenheilung und
Wirbelkdrperfusion wurde in anderen Arbeiten beschrieben [38, 66, 67]. Dieser Effekt konnte
in der vorliegenden Arbeit nicht Dbestitigt werden. Zwar scheint diese
Wachstumsfaktoraugmentation eine frithe enchondrale Ossifikation des Knorpels zu initiieren
und eine raschere Entwicklung des ventralen Kallus zu fordern, jedoch konnte im Vergleich
zur nicht augmentierten Gruppe nach drei Monaten kein hoherer knocherner Flichenanteil
gemessen werden. Auch hatte der Zusatz von Wachstumsfaktoren keine positive Wirkung auf

die Fusion bzw. die Qualitit des nicht kndchernen Gewebes im Fusionsspalt.

Moglicherweise ist der fehlende Unterschied in der kndchernen Fusion auch auf eine in

beiden Gruppen gleichermallen vorliegende partielle Instabilitdt zuriickzufithren. Trotz des
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Einsatzes eine ventralen Plattenspondylodese findet sich in beiden Gruppen ein hoher Anteil

bindegewebiger Matrix in dem zu erwartenden Fusionsspalt. Loboa et al. [46] haben in
Studien tliber Schrigfrakturen beschrieben, dass es durch die wirkenden Scherkréfte innerhalb
solcher Frakturen immer wieder zu ZerreiBungen der eingesprossten Gefiale kommt. Daraus
resultieren schlechte nutritive und vaskuldre Bedingungen fiir die Frakturheilung und
schlieBlich die Bildung einer bindegewebigen Pseudarthrose. Dies wird durch die hdhere
Instabilitit einer solchen Fraktur verursacht. Dies fiihrt zu der Uberlegung, dass es sich bei
den beobachteten Phidnomenen der Gruppen I und II um eine Instabilitétspseudarthrose

handeln konnte, wie sie von Loboa et al. [46] beschrieben wurde.

Das Material Resorbon” ist als Implantat in der Frithphase der Wirbelkorperfusion sehr viel
versprechend. In anderen Arbeiten werden mit Polylaktiden und deren Kopolymeren
Fusionsraten zwischen 0 und 25% erreicht [17, 79, 81, 89], bei Resorbon® findet man zum
selben Zeitpunkt in fiinf von acht Féllen Fusionen, davon 2 komplette. Die Degradation von
Polymeren geht immer mit einer leichten Inflammation einher [11, 17, 58, 82]. Entsprechende
Untersuchungen zeigen, dass nach drei Monaten diese Inflammation am deutlichsten
ausgeprégt ist und durch die Anwesenheit von Fremdkorperriesenzellen angezeigt wird, [79,
81, 89]. Ferner zeigen sich auch Fremdkorpergranulome als Ausdruck stirker ausgeprégter
Fremdkorperreaktionen [17]. Resorbon™ hingegen zeigt nach drei Monaten héchstens eine
schwach ausgepriagte Form der Fremdkdorperreaktion, was fiir eine gute Biokompatibilitit in
dieser Phase spricht. Auch zeigen sich in dieser Phase praktisch keine Osteolysen, welche als

Zeichen der Fremdkorperreaktion zu werten wiren [32, 84].

Im Langzeitversuch, d. h. jenseits der 3 Monatsgrenze, kann das Material Resorbon® die aus
den Ergebnissen nach drei Monaten resultierenden Erwartungen nur unzureichend erfiillen.
So zeigen Polylaktide und ihre Kopolymere nach 12 Monaten Fusionsraten von 75 bis 88%
sowie stabile milde Fremdkorperreaktionen [79, 81, 89]. Demgegeniiber weist Resorbon®
nach 12 Monaten mit fiinf von acht fusionierten Féllen keine verbesserte Fusionsrate auf. Es
zeigt sich vielmehr eine Verschlechterung der Biokompatibilitidt. So lassen sich in den
Praparaten nach einem Jahr hauptsidchlich milde bis méBige Fremdkorperreaktionen sowie
méfBige Osteolysen nachweisen. Da verstirkt frei werdende Degradationsprodukte eine
Reaktion im angrenzenden Gewebe auslsen [11, 17, 58, 82] und sich dies in den Priparaten
nach 12 Monaten in Form der beschriebenen méfigen Fremdkdrperreaktionen sowie méaBigen
Osteolysen deutlich zeigt, ist davon auszugehen, dass die Implantatdegradation zwischen dem

neunten und zwolften Monat nach Implantation des Resorbonmaterials massiv einsetzt. Ein
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weiteres Indiz hierfiir ist die abnehmende Implantatgeometrie zu diesem Zeitpunkt.

Im Zuge der Polymerdegradation nehmen Implantate, abhéngig von der Anzahl und
Wertigkeit ihrer hydrophilen Gruppen, Wasser auf. Dieser Proze fiihrt zur Quellung des
Materials. Um so stirker diese Eigenschaft ausgeprégt ist, um so schneller degradiert in der
Regel das entsprechende Polymer [29]. Dieser Zusammenhang konnte jedoch beim
Resorbon® nicht beobachtet werden, da die Degradation erst zwischen dem neunten und
zwolften Monat nach der Implantation einsetzt. Danach verliert sich langsam die

Implantatgeometrie. Die Quellung des Materials ist massiv und beginnt erst deutlich spéter.

So quillt das Implantat zwischen dem ersten und zweiten postoperativen Jahr erheblich auf,
diese Volumenzunahme kann sowohl zur Beeintrdchtigung des umgebenden Gewebes fiihren

als auch direkte mechanische Wirkung auf das Spinalmark ausiiben.

Das histologische Bild nach zwei Jahren Beobachtungszeit ist geprigt von Implantatdedritus
und Bindegewebe, Fremdkorperreaktion und erhohter osteoklastischer Aktivitdit im
angrenzenden Knochen. Trotz einer sehr milden Reaktion auf das Material in der Frithphase
der Fusion lisst sich Resorbon® hier nicht mit anderen resorbierbaren Implantaten vergleichen
[79, 81, 89]. Auch ist zu befiirchten, dass durch die aseptische Inflammation bereits stabile
Segmente wieder teilweise instabil werden, auch dies konnte moglicherweise zu einer

Affektion von Spinalmark und abgehenden Nervenwurzeln fiihren.

6 Schlussfolgerung

In der Frithphase der Nachbeobachtung der Spondylodese konnten vielversprechende
Ergebnisse hinsichtlich Stabilitit, induzierte Entziindungs- und Fremdkdrperreaktionen
evaluiert werden. Das Material Resorbon™ verursachte in diesem Zeitraum nur leichte
Fremdkorperreaktionen und keine Osteolysen als Ausdruck einer temporir guten
Biokompatibilitdt und offensichtlich hohen Primaérstabilitit. Dagegen verschlechterten sich
die Ergebnisse im Bezug auf Biokompatibilitit (Gewebequalitit, Fremdkorperreaktion,
Osteolysen) im weiteren Beobachtungszeitraum im Vergleich zu Arbeiten mit anderen

degradierbaren Materialien an der Wirbelsdule [79, 81, 89].

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass die fiir den
klinischen Einsatz relevanten Materialeigenschaften wie Degradationskinetik-/ dynamik,
Induktion inflammatorischer/ immunologischer Reaktionen und allgemeine Biokompatibilitit
noch weiterer Verbesserungen bediirfen. Daher kann auf Grundlage der vorliegenden

Ergebnisse Resorbon” in der verwendeten Form als Implantat fiir die ventrale Spondylodese
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an der Schafshalswirbelsdule nur mit Zuriickhaltung empfohlen werden. Ferner kann auch
die Kombination/ der Zusatz von Wachstumsfaktoren nicht den, in anderen Studien erzielten
Erfolg [36, 38, 67] bei der Osteoneogenese und Frakturheilung fiir die Lokalisation
Wirbelsdule und die Indikation der intervertebralen Spondylodese bestéitigen. Auch hier
erscheint eine Optimierung der Interaktion von biodegradierbaren Material, synthetischen
species-spezifischen osteotropen Wachstumsfaktoren, zugehorige Tragermatrix, umliegenden
biochemischen und zelluldren Bedingungen sowie den biomechanischen Rahmen- und
Stabilitdtsbedingungen in weiteren Studien erforderlich und sinnvoll. Die Ergebnisse dieser
Arbeit verdeutlichen einmal mehr wund nachdriicklich die Notwendigkeit von
Langzeituntersuchungen biodegradierbarer Implantate vor ihrer klinischen Anwendung in zur
humanen Situation relevanten und dem operativen Management vergleichbaren

tierexperimentellen Studien.
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Anhang

Farbeprotokoll der durchgefiihrten Farbungen

Trichomfarbung nach Masson und Goldner:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Weigerts Eisenhdmatoxylin

unter flieBendem Wasser auswaschen
Saurefuchsin Ponceau

Spiilen in 1% Essigsdure
Phosphormolybdénsiure-Orange G
Spiilen in 1% Essigsdure

Lichtgriin

Spiilen in 1% Essigsdure

Entwissern in drei Portionen aufsteigenden Alkohols

Kombinierte Safranin-Orange / Von Kossa Farbung:

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

3% Silbernitratlosung
Spiilen in Aqua destillata
Natrium-Formaldehydldsung
Waissern in Leitungswasser
5% Natriumthiosulfat
Waissern in Leitungswasser
Spiilen in Aqua destillata
Safranin O

Spiilen in Aqua destillata

2x 96% Alkohol

2x 100% Alkohol

10

30

10

10

10

je2

je2

min.

min.

min.

min.

min.

min.

min.
min.
min.

min.

min.

min.

min.
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Safranin-Orange / Lichtgrin Farbung:

9. Safranin O

10. Spiilen in Aqua destillata
11. Pikrinsédure

12. Spiilen in Aqua destillata
13. Spiilen in 1% Essigsdure
14. Lichtgriin

15. Spiilen in 1% Essigsdure

16. 100% Alkohol

Astrablau Farbung:

8. 3% Essigséure

9. Astrablau

10. Spiilen in 3% Essigsdure
11. Spiilen in Aqua destillata
12. Kernechtrot

13. Spiilen in Aqua destillata

14. Entwéssern in drei Portionen aufsteigenden Alkohols

10

15

10

30

min.

min.

min.

min.

min.

min.
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Ubersicht der Ergebnisse der Histomorphologie

- Gruppe | 15\/3;5’5; Inlm Gruppe Ill | Gruppe IV | Gruppe V

12 Wochen Beschichtung 9 Monate 12 Monate 24 Monate
1 F-1 2 1 3 2 1
2 F-2 3 3 1 3 2
3 F-3 3 4 4 3 4
Punkte 17 19 17 17 19
8 G-0 1
7 G-1 3 1 4
6 G-2 1 2
5 G-3 1 1 2
4 G-4 1 2 1
3 G-5 3 1 1 3 2
2 G-6 2 1 2 2
1 G-7 1 1
Punkte 32 42 28 27 35
1 R-0 4 4 1
2 R-1 3 1 1 1
3 R-2 1 3 4 3
4 R-3 1 6 3 3
5 R-4
Punkte 14 29 15 25 23
1 V-0 1 1 1
2 V-1 3 3 3 1
3 V-2 3 3 5
4 V-3 4 8 1 1 1
Punkte 21 24 20 20 21
1 0-0 6 5 6 3 3
2 0O-1 1 1
3 0-2 1 1 1 5
4 0-3 1 1 4
Punkte 12 14 13 18 19
1 1-0 11 7 2 2
2 -1 4 9 7 6
3 -2 1 7 8 14
Punkte 25 25 37 38 42

Kallusdicke 3,5 mm 4,25 mm 4,25 mm 45 mm 5 mm
Bandscheibenraumhéhe | 5,67 mm 6,665 mm 5,67 mm 5,85 mm 5,67 mm

Tabelle 8:

Ubersicht iiber die histomorphologische Ergebnisse. Auf der linken Seite die bei den entsprechenden
Variablenaupragungen erreichbaren Punkte gefolgt von der Aufteilung in den einzelnen Gruppen. In den Spalten

»Punkte® wurde die pro Gruppe erreichte Punktezahl aufgefiihrt.
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