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Abb. 15(a-e): (a-c) 2,5er Objektiv; Maßstabsbalken: 500µm; (d) 20er Objektiv; Maßstabsbalken:

200µm; (e) 40er Objektiv; Maßstabsbalken: 100µm:  In allen drei Gruppen sind zu diesem

Zeitpunkt TRAP positive Zellen vorhanden. Das stärkste Auftreten zeigt sich in der

Kontrollgruppe (a) im Vergleich zur PDLLA-Gruppe (b) und Wachstumsfaktorengruppe (c) .

Auffällig in der 20fachen Vergrösserung ist die bandförmige Ausrichtung der Zellen an der

Knorpel-Knochen-Grenze (      ). Morphologisch (e) handelt es sich bei den Zellen größtenteils

um mehrkernige Zellen mit Zytoplasmaausläufern (�), welche ihnen ein heterogenes Aussehen

verleihen. Neben breiten runden Zellen finden sich schmale langgezogene Zellen.

Auch endostal waren 10 Tage postop in der Kontrollgruppe die meisten TRAP

positiven Zellen nachweisbar (Abb. 16a). In allen Gruppen lagen die Zellen

proximal des Frakturspalts.

500µm

200µm 100µm
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Abb. 16(a-c): 2,5er Objektiv; Maßstabsbalken: 500µm: Im Endost sind zu diesem Zeitpunkt die

meisten Zellen ebenfalls in der Kontrollgruppe (a) nachweisbar, gefolgt von der PDLLA-Gruppe

(b). Sie liegen gruppenunabhängig proximal des Frakturspalts. In der

Wachstumsfaktorengruppe (c) lassen sich keine TRAP – positiven Zellen nachweisen.

3.2.3 15 Tage nach Operation

3.2.3.1 Histologie:

Die histologische Beurteilung der Frakturkallusse am 15. Tag nach der Fraktur

zeigte, dass sich alle drei Gruppen im Stadium der enchondralen Ossifikation

mit Umwandlung des vorläufigen Knorpelgerüsts in Geflechtknochen befanden.

Dabei war der Anteil des Knorpels in der unbehandelten Kontrollgruppe (Abb.

17a) im Vergleich zum 10. postoperativen Tag nahezu unverändert geblieben.

In der PDLLA- (Abb. 17b) und Wachstumsfaktorengruppe (Abb. 17c) sah man

hingegen einen deutlichen Rückgang des knorpeligen Gewebes. Besonders

hier wurde das vorgebildete Knorpelgerüst durch von proximal und distal

vordrängenden Knochen ersetzt. Während der bindegwebige Anteil des Kallus

in der Kontroll- und PDLLA –Gruppe noch vorhanden war, war dieser Anteil in

500µm
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der Wachstumsfaktorengruppe bereits nahezu vollständig verschwunden.

Kn = Knorpel
Gf = Geflechtknochen
Co = Kortikalis

(a)

Kn

Gf

Co (b)

KnGf

Co

Kn

Gf

(c)
Co

Abb. 17(a-c): 1,6er Objektiv; Maßstabsbalken: 1mm: Man erkennt vor allem in der PDLLA- (b)

und Wachstumsfaktorengruppe (c) ein deutliches Fortschreiten der enchondralen Ossifikation

mit konsekutivem Rückgang des Knorpels (Kn) und erhöhtem Volumen des trabekulären

Geflechtknochens  (Gf) gegenüber der Kontrollgruppe (a).  Dieser ähnelt morphologisch dem

spongiösen Knochen des Markraums und zeigt vor allem in der Wachstumsfaktorengruppe

markhöhlenähnliche Areale.

3.2.3.2 Immunhistologie:

Hinsichtlich der Ausbreitung und der Verteilung der ED1 gefärbten Zellen

zeigten sich 15 Tage nach der Operation keine nennenswerten Unterschiede

zwischen den einzelnen Gruppen. Morphologisch handelte es sich unabhängig

von der Gruppe und der Lokalisation überwiegend um mehrkernige Zellen

unterschiedlichen Aufbaus. Im Periost (Abb. 18a-c) lagen diese Zellen der zu

diesem Zeitpunkt in allen Gruppen deutlich ausgeprägten trabekulären Struktur

des Geflechtknochens (Gf) an. Im knorpeligen Anteil (Kn) des Kallus liessen

sich keine ED1 positiven Zellen beobachten.

1mm
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Abb.18(a-d): (a-c) 2,5er Objektiv; Maßstabsbalken: 500µm; (d) 20er Objektiv; Maßstabsbalken:

200µm: In allen drei Gruppen (a-Kontrollgruppe; b-PDLLA-Gruppe; c-Wachstumsfaktoren-

gruppe) zeigt sich eine ähnlich stark ausgeprägte Immunreaktivität. Die Zellen liegen dem im

periostalen Kallus neugebildeten Knochen (Gf) an. Morphologisch sowie in Hinsicht auf die

Lokalisation der Zellen hat sich im Vergleich zu den vorherigen Zeitpunkten nichts verändert.

Auch zu diesem Zeitpunkt findet man in der Vergrösserung (d) weiterhin mehrkernige Zellen,

deren Zytoplasma teilweise lang ausgezogen erscheint.

Die endostal angefärbten Zellen (Abb. 19a-c) lagen gruppenunabhängig

proximal und in unmittelbarer Nähe zum Frakturspalt. Sie erstreckten sich bis in

den Übergangsbereich von Metaphyse zur Epiphyse.

500µm

200µm
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Abb. 19(a-d): (a-c) 2,5er Objektiv; Maßstabsbalken: 500µm; (d) 20er Objektiv; Maßstabsbalken:

200µm: Auch im endostalen Kallus sind in allen drei Gruppen (a-Kontrollgruppe; b-PDLLA-

Gruppe; c-Wachstumsfaktorengruppe) ED1 positive Zellen nachweisbar. Neben mehrkernigen

finden sich auch einkernige Zellen. In der Vergrößerung (d) erkennt man morphologisch

unterschiedlliche Zellen mit teils einem, teils mehreren Kernen. Die größte Ansammlung zeigt

sich dabei im angrenzenden Bereich zur frakturierten Kortikalis (Co).

3.2.3.3 TRAP:

Die TRAP – Färbung zeigte zu diesem Zeitpunkt in allen drei Gruppen (Abb.

20a-d) eine annähernd gleiche Verteilung und gleiche Häufigkeit von

500µm

200µm



Ergebnisse                                                                                                                      

53

mehrkernigen Zellen (�). Die Zellmorphologie hatte sich im Vergleich zu den

vorherigen Zeitpunkten nicht verändert. Im Periost lagen die Zellen, unabhängig

von der Behandlung, bandförmig im Übergangsbereich von bereits gebildetem

Geflechtknochen (Gf) (Abb. 20d) zum weichen Kallus, welcher zu diesem

Zeitpunkt überwiegend von Knorpel (Kn) gebildet wurde.

Kn

Gf

Co(a)

Kn

Gf

Co(b)

Kn = Knorpel
Gf = Geflechtknochen
Co = Kortikalis

KnGf

Co

(c)

Kn

(d)

Abb. 20(a-d): (a-c) 2,5er Objektiv; Maßstabsbalken: 500µm; (d) 20er Objektiv; Maßstabsbalken:

200µm: In allen drei Gruppen (a-Kontrollgruppe; b-PDLLA-Gruppe; c-Wachstumsfaktoren-

gruppe) finden sich periostal TRAP-positive Zellen. Diese liegen überweigend bandförmig (�)

an der Knorpel-Knochengrenze. Auch hier findet man keine Zellen im Bereich des

Knorpelgerüsts (Kn). Der hier dargstellte und vergrösserte Ausschnitt (d) zeigt die am Knorpel-

Knochen-Übergang gelegenen histochemisch nachweisbaren mehrkernigen Riesenzellen (�).

Vereinzelt findet man daneben im noch bindegewebigen Kallusanteil gelegene einkernige

Zellen.

500µm

200µm
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Zu diesem Zeitpunkt zeigten sich auch in der TRAP Färbung endostal keine

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abb. 21a-d). Die gefärbten

Zellen lagen proximal des Frakturspaltes bandförmig im Bereich des

Endost/Implantatinterfaces (�).

(a)

En

MR

Co

MR

Co

(b)

En

MR = Markraum
En = Endost
Co = Kortikalis

Co

MR(c)

(d)

Abb. 21(a-d): (a-c) 2,5er Objektiv; Maßstabsbalken: 500µm; (d) 40er Objektiv; Maßstabsbalken:

100µm: Im Endost sind bezüglich der Häufigkeit und der Lokalisation der Zellen keine

deutlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (a-Kontrollgruppe; b-PDLLA-Gruppe;

c-Wachstumsfaktorengruppe) zu beobachten. Im distalen Endost lassen sich in keiner Gruppe

Zellen nachweisen. Die Vergrößerung (d) stellt exemplarisch die Zellmorphologie dar. Man

erkennt neben dem auslaufenden Zytoplasma mehrere Kerne. Darüber hinaus scheint eine

Fusion von zwei mehrkernigen Zellen stattzufinden (�).

500µm

100µm



Ergebnisse                                                                                                                      

55

3.2.4 28 Tage nach Operation

3.2.4.1 Histologie:

Am letzten Untersuchungszeitpunkt, 28 Tage post OP, hatten die

Frakturkallusse aller drei Gruppen eine deutliche strukturelle Veränderung

durchlaufen (Abb. 22 a-c). Die Bindegewebszellen mit der dazugehörigen

extrazellulären Matrix waren fast vollständig verschwunden. Das Knorpelgerüst

war in  allen Gruppen größtenteils in trabekulär angeordneten Geflechtknochen

umgebaut worden.

Gf
Kn

Co
(a)

Gf
Kn

Co(b)

Kn = Knorpel
Gf = Geflechtknochen
Co = Kortikalis

Gf Kn

Co
(c)

Abb. 22(a-c), 1,6er Objektiv; Maßstabsbalken: 1mm: In allen Gruppen (a-Kontrollgruppe; b-

PDLLA-Gruppe; c-Wachstumsfaktoren-gruppe) hat ein deutlicher struktureller Kallusumbau

zugunsten von trabekulärem Geflechtknochen stattgefunden. Auffällig ist zu diesem Zeitpunkt in

alllen Gruppen die Ausbildung von markraumähnlichen Bereichen innerhalb des

Geflechtknochens.

1mm
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3.2.4.2 Immunhistologie:

Im Periost (Abb. 23 a-c) liessen sich in allen drei Gruppen ED1-positive Zellen

nachweisen. In der Kontrollgruppe war die Anzahl der immunreaktiven Zellen

hier höher als in den beiden anderen Gruppen.

Gf

Kn

Co(b)

Gf

Kn
Co(a)

Kn = Knorpel
Gf = Geflechtknochen
Co = Kortikalis

Gf

Kn

(c) Co

Abb. 23a-c: 2,5er Objektiv; Maßstabsbalken: 500µm: Alle drei Gruppen zeigen histologisch eine

deutliche Reduktion des zuvor gebildeten Knorpelgerüstes (Kn) zugunsten von neugebildetem

Geflechtknochen (Gf) im Bereich des periostalen Kallus. In  der Kontrollgruppe (a) lassen sich

immunhistologisch mehr ED1-positive Zellen nachweisen als in der PDLLA-Gruppe (b) und der

Wachstumsfaktorengruppe (c).

Im Vergleich zum periostalen Kallus zeigte sich endostal in allen Gruppen eine

vergleichbare Anzahl von ED1-positiven Zellen (Abb. 24a-d). Fast alle Zellen

waren mehrkernig und erschienen morphologisch unterschiedlich (Abb. 24d).

500µm
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Abb. 24(a-d): (a-c) 2,5er Objektiv; Maßstabsbalken: 500µm; (d) 20er Objektiv; Maßstabsbalken:

200µm: Im Gegensatz zum Periost findet man im Endost eine annähernd gleiche Anzahl von

ED1-positiven Zellen in allen Gruppen (a-Kontrollgruppe; b-PDLLA-Gruppe; c-

Wachstumsfaktorengruppe). Unabhängig von der Lokalisation und der Gruppenzugehörigkeit

enthalten fast alle Zellen mehrere Kerne und sind morphologisch unterschiedlich (d). Neben

runden Zellen findet man langgezogene Zellen mit Zytoplasmaausläufern.

500µm

200µm
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3.2.4.3 TRAP:

Histochemisch liessen sich im periostalen Kallus nach 28 Tagen in keiner der

Gruppen TRAP – positive Zellen darstellen (Abb. 25 a-c).  Der Übergang vom

harten zum weichen Kallus war fließend.

Gf
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Co(b)

Gf

Co(a)
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Kn = Knorpel
Gf = Geflechtknochen
Co = Kortikalis

Gf

Kn

Co
(c)

Abb. 25(a-c): 2,5er Objektiv; Maßstabsbalken: 500µm: Histologsich zeigt sich sowohl in der

Kontrollgruppe (a), als auch in der PDLLA-Gruppe (b) und der Wachstumsfaktorengruppe (c)

eine deutliche Zunahme des trabekulären Geflechtknochens (Gf). TRAP positive Zellen sind

hingegen in keiner Gruppe in dieser Lokalisation nachweisbar.

Während im periostalen Kallus zu diesem Zeitpunkt in keiner der Gruppen

Osteoklasten nachweisbar waren, konnten endostal in der Kontrollgruppe

vereinzelt TRAP-positive Zellen nachgewiesen werden. Diese waren

morphologisch überwiegend mehrkernig (Abb. 26 a-c).

500µm
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Abb. 26(a-c): 2,5er Objektiv; Maßstabsbalken: 500µm: Im Endost der Kontrollgruppe (a) sind

vereinzelt mehrkernige Zellen zu finden. Diese liegen in der innersten, unmittelbar an den

Markraum grenzenden, Schicht des Endosts und somit in unmittelbarer Nähe zum Endost. Die

angefärbten Zellen sind größtenteils mehrkernig und langgestreckt. Die PDLLA – Gruppe (b)

und die Wachstumsfaktorengruppe (c) weisen, im Gegensatz zur Kontrollgruppe (a), in keinem

der Präparate in der Nähe des Frakturspaltes endostal lokalisierte TRAP – positive Zellen auf.

3.3 Quantifizierung (Immunhistologie, TRAP)

3.3.1 Quantifizierung der ED1- Reaktivität im Perio st:

Die höchste Immunreaktivität (IR) im periostalen Anteil des Kallus zeigte sich

nach 5 Tagen in der Kontrollgruppe. 10 Tage nach Fraktur stieg die Anzahl der

ED1 positiven Zellen auch in der PDLLA- und Wachstumsfaktorengruppe an,

blieb jedoch, wenn auch nicht signifikant, unterhalb der nachweisbaren IR in der

Kontrollgruppe. Am 15. Tag blieb das Signal in allen Gruppen nahezu konstant,

wobei hier eine leicht erhöhte IR in der PDLLA- und Wachstumsfaktorengruppe

gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe nachweisbar war. In allen

Gruppen kam es dann im weiteren Verlauf zu einem Rückang der

Signalintensität.  Dabei war die IR in der Kontrollgruppe signifikant größer als in

den beiden beschichteten Gruppen.

500µm
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ED1-gefärbte Fläche/Periost
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Abb. 27: zeitlicher Verlauf ED1- exprimierender Zellen im periostalen Kallus, * p<0,05

Tabelle 3:  gesamte Immunreaktion ED1 - Periost

5d 10d 15d 28d
Kontrolle 0,33 +/- 0,48 1,04 +/-0,84 1,18 +/-0,42 0,74 +/-0,14
PDLLA 0,09 +/-0,12 0,69 +/-0,81 1,44 +/-0,81 0,26 +/-0,15
PDLLA + GF 0,04 +/-0,06 0,63 +/-0,45 1,29 +/-0,21 0,29 +/-0,15

Mittelwerte +/- Standardabweichung

3.3.2 Quantifizierung der ED1- Reaktivität im Endos t:

Auch endostal war die IR 5 Tage nach Operation in der Kontrollgruppe am

stärksten ausgeprägt. Im weiteren Verlauf stieg sie dann in allen Gruppen bis

zum 15. Tag nach Operation stetig an. Dabei war sie am 10. postoperativen

Tag in der PDLLA-Gruppe am schwächsten ausgeprägt. Signifikanzen liessen

sich dabei nicht nachweisen. Wie schon periostal, kam es am 28. Tag zu einem

Rückgang der IR in allen Gruppen.



Ergebnisse                                                                                                                      

61

ED1 gefärbte Fläche/Endost

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

5d 10d 15d 28d

Zeit

%ED1
Kontrolle

PDLLA

PDLLA + GF

Abb. 28: zeitlicher Verlauf ED1exprimierender Zellen im endostalen Kallus

Tabelle 4:  gesamte Immunreaktion ED1 – Endost

5d 10d 15d 28d
Kontrolle 1,05 +/- 1,44 1,31 +/- 1,67 2,53 +/-1,31 0,68 +/-0,42
PDLLA 0,14 +/-0,22 1,41 +/- 1,52 1,68+/-1,14 0,70+/-0,71
PDLLA + GF 0,00 +/-0,00 0,30 +/-0,26 2,57 +/-2,41 0,36 +/-0,45

Mittelwerte +/- Standardabweichung

3.3.3 Quantifizierung der TRAP-Aktivität im Periost :

Periostal liessen sich zum frühen Zeitpunkt von 5 Tagen in keiner der drei

Gruppen TRAP-positive Zellen im Bereich des Periosts nachweisen. Im Verlauf

kam es dann schließlich unabhängig von der Behandlung zu einem vermehrten

Auftreten dieser Zellen. Dabei war das stärkste Ausprägung in der

Kontrollgruppe zu beobachten. Im weiteren Verlauf kam es dann zu einem

Abfallen der TRAP-Aktivität. Dabei war zum letzten Untersuchungszeitpunkt in

keiner der Gruppen die spezifische TRAP nachweisbar.



Ergebnisse                                                                                                                      

62

TRAP gefärbte Fläche/Periost
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Abb. 29: zeitlicher Verlauf TRAP-exprimierender Zellen im periostalen Kallus

Tabelle 5:  gesamte TRAP Aktivität - Periost

5 d 1 0 d 1 5 d 2 8 d
K o n tro l le 0 ,0 0  + /-0 ,0 0 0 ,1 0  + /-  0 ,2 0 0 ,0 1  + /-0 ,0 2 0 ,0 0  + /-0 ,0 0
P D L L A 0 ,0 0  + /-0 ,0 0 0 ,0 1 + /-0 ,0 1 0 ,0 2  + /-0 ,0 3 0 ,0 0  + /-0 ,0 0
P D L L A  +  G F 0 ,0 0  + /-0 ,0 0 0 ,0 3  + /-0 ,0 7 0 ,0 2  + /-0 ,0 4 0 ,0 0  + /-0 ,0 0

Mittelwerte +/- Standardabweichung

3.3.4 Quantifizierung der TRAP-Aktivität im Endost:

Im frakturnahen Bereich des Endosts waren initial in keiner der Gruppen TRAP-

positive Zellen nachweisbar. Auch hier kam es erst im Verlauf zu einem

vermehrten Auftreten dieser Zellen. Dabei überwog, wenn auch nicht

signifikant, die Kontrollgruppe. 15 und 28 Tage nach Fraktur waren dann in

allen drei Gruppen wieder deutlich weniger Zellen nachweisbar.
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Abb. 30: zeitlicher Verlauf TRAP-exprimierender Zellen im endostalen Kallus

Tabelle 6:  gesamte TRAP Aktivität – Endost

5d 10d 15d 28d
Kontrolle 0,00 +/-0,00 0,28 +/-0,25 0,48 +/-0,68 0,08 +/-0,10
PDLLA 0,00 +/-0,00 0,13 +/-0,29 0,25 +/-0,65 0,00 +/-0,00
PDLLA + GF 0,00 +/-0,00 0,00 +/-0,00 0,16 +/-0,26 0,00 +/-0,00

Mittelwerte +/- Standardabweichung

3.4 Weitere Ergebnisse:

Im Folgenden werden weitere Ergebnisse der Arbeitsgruppe kurz

zusammengefasst, die der Vollständigkeit  und dem besseren Verständnis

dienen sollen, jedoch nicht Bestandteil dieser Promotionsarbeit waren.

3.4.1 Radiologie

Nativradiologische Verlaufskontrollen haben gezeigt, dass es nach 28 Tagen in

der Kontrollgruppe im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen zu einer

verminderten knöchernen Konsolidierung des Frakturkallus gekommen ist. Eine

beschleunigte Frakturheilung im Sinne einer guten knöchernen Überbauung
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des Frakturspaltes konnte vor allem in der Wachstumsfaktorengruppe

nachgewiesen werden. Zu keinem Zeitpunkt zeigten sich hierbei osteolytische

Veränderungen oder Lockerungszeichen im Bereich des Implantat-Knochen-

Interfaces im Sinne einer fremdkörperbedingten Interaktion.

3.4.2 Biomechanik

Untersuchungen der Biomechanik zeigten 28 Tage postop einen signifikanten

Anstieg des maximalen Drehmoments und der torsionalen Steifigkeit in der mit

PDLLA und Wachstumsfaktoren IGF-1 und TGF-ß1 behandelten Gruppe

gegenüber der Kontroll- und PDLLA-Gruppe. Zudem zeigte sich in der

Kontrollgruppe eine signifikant geringere torsionale Steifigkeit und maximales

Drehmoment, als in der mit PDLLA beschichteten Gruppe. Somit kam es durch

die Verwendung der o.g. Wachstumsfaktoren zu einer beschleunigten

Frakturheilung.

3.4.3 Histologie und Histomorphometrie

Die o.g. Ergebnisse lassen sich durch histologische und histomorphometrische

Untersuchungen bestätigen. So zeigte sich nach 28 Tagen in der mit

Wachstumsfaktoren behandelten Gruppe ein fortgeschritteneres Remodelling

gegenüber der Kontrollgruppe mit deutlich mehr mineralisierten Kallusanteilen.
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4 Diskussion

4.1 Allg. Überblick + Problemhinführung

Da es bei der Heilung von Knochen trotz optimierter Stabilisationssysteme noch

immer zu einer recht hohen Komplikationsrate kommt [100], wird intensiv nach

Möglichkeiten der biologischen Stimulation gesucht. Zu den Schlüsselfaktoren

der Frakturheilung zählen hierbei neben osteogenen Zellen und osteokonduktiv

wirksamen Oberflächen das Erlangen einer ausreichenden mechanischen

Stabilität und die Wirkung von Wachstumsfaktoren. Als erste

Wachstumsfaktoren sind das Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) und Bone

morphogenetic protein-7 (BMP-7) klinisch zugelassen [101]. Wichtig für die

Wirkung der Wachstumsfaktoren ist die Wahl eines geeigneten

Applikationssystems. Die Verwendung von Polymeren zur kontrollierten

Freigabe von inkorporierten Wachstumsfaktoren ist Gegenstand aktueller

Forschung. Mögliche Vorteile, die sich hieraus ergeben, sind: a) eine

kontrollierte und vor allem lokale Freigabe von ausgewählten Faktoren [69,

102], b) der kontrollierte Abbau bis hin zur kompletten Metabolisierung des

Trägermaterials [11] und c) die Kombination eines biomechanisch stabilen

Implantates mit dem Polymer und der jeweils applizierten Wirksubstanz [3, 10,

103].

In vielen medizinischen Fachbereichen haben bereits diverse resorbierbare

Materialien Einzug erhalten und sich etabliert: verschiedene Nahtmaterialien,

Clips, Schrauben, Membranen u.a. [12, 13]. Es gilt jedoch zu berücksichtigen,

dass experimentelle wie auch klinische Studien mit beispielsweise

resorbierbaren Schrauben immer wieder Fremdkörperreaktionen zeigen

konnten. Diese zeigten sich in Form von sterilen Fisteln [55], Osteolysen [104,

105] bis hin zu intensiven granulomatösen Entzündungen in den umgebenden

Weichteilen [106]. Gerade im Bereich der Versorgung von Knieinstabilitäten

spielen bioresorbierbare Interferenzschrauben eine große Rolle. In einer

aktuellen Studie konnten Konan et al. verschiedene unerwünschte Wirkungen

dieser Materialien aufzeigen [106]. Somit müssen vor der klinischen
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Anwendung der einzelnen Materialien Biokompatibilitätsuntersuchungen der

verwendeten Polymere zwingend gefordert werden. An initial durchgeführte in

vitro Untersuchungen, wie beispielweise in Zellkulturen durchgeführten Tests,

müssen sich in vivo Untersuchungen anschließen.

4.2 Eigene Studie

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss einer 10 µm dicken Poly(D,L-

Laktid) (PDLLA) Beschichtung für Osteosynthesen sowie der Beschichtung mit

inkorporierten Wachstumsfaktoren in Hinsicht auf die Biokompatibilität am

frakturierten Knochen zu untersuchen.

Vorausgegangene in vivo Studien konnten einen positiven Effekt der

eingearbeiteten Faktoren auf die Frakturheilung in unterschiedlichen

Frakturmodellen zeigen [3, 10, 103, 107, 108]. Darüber hinaus konnte in einem

weiteren Versuch der Vorteil einer Gentamycinbeschichtung zur

Osteomyelitisprophylaxe gezeigt werden [109]. Des weiteren zeigten in vitro

durchgeführte Biokompatibilitätstests keinen negativen Effekt der Beschichtung

auf Osteoblasten und Monozyten/Makrophagen [4]. Stattdessen konnte

eindeutig gezeigt werden, dass die in eine PDLLA Trägersubstanz

eingearbeiteten Wachstumsfaktoren IGF-I und TGF-ß 1  die Differenzierung

und Proliferation von Osteoblasten positiv beinflussen [4].

In der vorliegenden Untersuchung galt es nun, lokale negative Auswirkungen im

Interface zwischen Implantat und Gewebe auszuschließen.

4.3 Eigene Ergebnisse

Bereits 1997 analysierten  Mathur et al. [110] die Konzentrationen

polymorphkerniger  Neutrophiler und Monozyten/Makrophagen in

inflammatorischen Exsudaten und sahen diese als einen möglichen Indikator

der Biokompatibilität. In der vorliegenden Studie wurden daher die örtliche und

zeitliche Verteilung von Monozyten und Makrophagen zu den Zeitpunkten 5, 10,

15 und 28 Tage nach einer standardisierten Fraktur in einem Rattenmodell mit
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weiblichen Sprague Dawley Ratten untersucht. Da eine mögliche

Fremdkörperreaktion mit Osteolysen einhergehen kann, wurde darüber hinaus

die Verteilung von Osteoklasten im selben Modell untersucht. Nach Setzen der

Fraktur erfolgte im Anschluss die Stabilisierung mittels intramedullärem

Kraftträger. In der Kontrollgruppe (Gruppe I) wurde ein unbeschichteter

Kirschnerdraht verwendet. In der Gruppe II hingegen erfolgte eine Beschichtung

des Implantates mit Poly(D,L-Laktid) (PDLLA) und in der Gruppe III mit PDLLA

und den Wachstumsfaktoren Transforming Growth Factor –ß 1 (TGF-ß1) und

Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1). Nach der entsprechenden Standzeit

wurden die Tibiae explantiert und immunhistologisch sowie

enzymhistochemisch weiter untersucht. Es wurde hierzu ein monoklonaler

Mausantikörper gegen ED1 verwendet, das dem humanen CD68 homolog ist.

Hierbei handelt es sich um ein Glykoprotein, welches von

Monozyten/Makrophagen exprimiert wird. Dabei bezeichnet der Begriff Cluster

of Differentiation (CD) bestimmte Differenzierungsantigene von weißen

Blutkörperchen und anderen antigenpräsentierenden Zellen. Während einige

Proteine eine Rezeptorfunktion haben, zeigen wiederum andere eine

enzymatische Aktivität oder spielen eine wichtige Rolle bei der interzellulären

Kommunikation.

Zum Nachweis von Osteoklasten wurde des Weiteren in separaten Schnitten

die Tartrat resistente saure Phosphatase (TRAP) Färbung verwendet. Als

Region of Interest (ROI) galten in beiden Färbungen der periostale sowie der

endostale Kallus. Mithilfe der Bildanalyse konnte eine prozentuale Berechnung

der angefärbten Fläche im Verhältnis zur ungefärbten Fläche durchgeführt

werden.  Die Ergebnisse der in vivo Biokompatibilitätsuntersuchung zeigten

keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl oder der Verteilung von

Monozyten und Makrophagen zwischen den untersuchten Gruppen (Kontrolle,

nur Polymerbeschichtung, Polymerbeschichtung mit IGF-I & TGF-ß1) zu den

Zeitpunkten 5, 10 oder 15 Tage nach Fraktur. Im Vergleich zu der als

Kontrollgruppe dienenden unbeschichteten Gruppe zeigten die mit PDLLA und

Wachstumsfaktoren behandelten Gruppen kein vermehrtes Auftreten von

fremdkörperassoziierten Makrophagen. Demgegenüber liessen sich jedoch in
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der Kontrollgruppe 28 Tage nach Fraktur signifikant mehr ED1 positive Zellen

im Frakturkallus anfärben. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich zwar in allen 3

Gruppen ein Rückgang der Immunreaktivität, jedoch war dieser in der

Kontrollgruppe am geringsten ausgeprägt. Im Vergleich zum periostalen Kallus

zeigte sich im Endost 5 und 10 Tage nach Fraktur in der Kontrollgruppe eine

gleiche Immunreaktivität, während diese in den Polymer- und

Wachstumsfaktoren-Gruppen langsam, aber nicht signifikant, anstieg. Während

in der Kontrollgruppe und der Wachstumsfaktoren-Gruppe nach 15 Tagen die

höchste Immunreaktivität nachgewiesen werden konnte, war sie in der mit

PDLLA behandelten nach 10 und 15 Tagen unverändert.

Auch in der enzymhistochemischen Färbung, bei der ein Nachweis der

spezifischen Tartrat resistenten Sauren Phosphatase (TRAP) erfolgte, konnten

zu keinem der Zeitpunkte, weder periostal noch endostal, signifikante

Unterschiede beobachtet werden. 5 Tage nach Fraktur zeigten sich in keiner

der Gruppen gefärbte Osteoklasten. Im Verlauf kam es dann zu einem

vermehrten Auftreten der Zellen. Hierbei war in der unbehandelten

Kontrollgruppe tendenziell eine stärkere TRAP Aktivität nachweisbar, die jedoch

nicht signifikant war. Zusammenfassend konnte somit keine erhöhte

Fremdkörperreaktion und Osteoklastenzahl durch das Polymer bzw. die

verwendete Beschichtung beobachtet werden. 28 Tage nach Fraktur zeigte sich

sogar in der unbeschichteten Kontrollgruppe eine signifikant erhöhte

Fremdkörperreaktion.

4.4 Verschiebung der inflammatorischen Reaktion dur ch Beschleunigung der

Frakturheilung

Eine Erklärung für den Unterschied der Fremdkörperreaktion in der

Kontrollgruppe gegenüber den beiden anderen Gruppen am Tag 28 könnte die

in Langzeituntersuchungen nachgewiesene beschleunigte Frakturheilung durch

die Wachstumsfaktoren bzw. das PDLLA sein [111]. Im Rahmen einer

physiologischen Entzündungsantwort kommt es nach der Implantation von

Osteosynthesen oder anderer Materialien (Nahtmaterial, Stents etc.) im
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jeweiligen Organismus zu einer Reihe von zellulären und biologischen

Abläufen, die eine Wundheilung einleiten. Bei der in der vorliegenden Studie

ablaufenden sekundären Frakturheilung findet man verschiedene

Heilungsstadien, die mit der Ausbildung eines Kallus einhergehen. Bis zur

vollständigen Wiederherstellung der ursprünglichen Knochenstruktur werden

hierbei verschiedene Stadien durchlaufen: Frakturhämatom,

Entzündungsphase, Einsprossung von Gefäßen, Chondrogenese, enchondrale

Ossifikation und Remodeling,  die teilweise auch parallel oder überlappend

auftreten [85].

Die im Frakturhämatom befindlichen Zellen können sich hierbei zu

Osteoblasten, Fibroblasten und Chondroblasten, aber im Falle

hämatopoetischer Zellen auch zu Monozyten/Makrophagen  ausdifferenzieren

und produzieren ihrerseits dann Zytokine und Wachstumsfaktoren. Diese

wiederum beschleunigen und begünstigen die Zellinfiltration, Angiogenese und

Zelldifferenzierung.  Studien wie die von Kawamura et al. zeigten hierbei, dass

bereits in der frühen Phase der Frakturheilung ED1-positive Makrophagen

rekrutiert werden [112]. Das konnte auch in der vorliegenden Studie bestätigt

werden: In allen Gruppen waren zu den Zeitpunkten 5, 10, und 15 Tage nach

Fraktur im Rahmen des physiologischen Heilungsprozesses Monozyten und

Makrophagen detektierbar, ohne jedoch signifikante Unterschiede zwischen

den Gruppen. Zu diesen frühen Zeitpunkten versucht der Organismus,

unabhängig von der Ätiologie der Fremdkörperreaktion, eine fortschreitende

Gewebeschädigung zu vermeiden, das Fremdmaterial zu isolieren bzw. zu

zerstören und schließlich eine Geweberegeneration zu aktivieren [21]. Hierbei

wird die Entzündungsreaktion zum einen durch das eingebrachte

Fremdmaterial getriggert. Zum anderen stellt allein das Operationstrauma mit

dem Hervorrufen einer Fraktur bereits einen Eingriff dar, welcher im Rahmen

physiologischer Abläufe zu einer Anhäufung von phagozytierenden Zellen führt.

Die in der vorliegenden Studie nachgewiesene signifikant erhöhte Anzahl an

Fremdkörperzellen in der Kontrollgruppe 28 Tage nach Fraktur  könnte auf eine

noch vermehrt ablaufende Konsolidierung mit noch teilweise stattfindender

Entzündungsreaktion hinweisen, wohingegen diese in der PDLLA-Gruppe und
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der Wachstumsfaktorengruppe bereits fortgeschritten war. Diese Annahme wird

durch eine vorangegangene Studie bestätigt, welche  histologisch wie

radiologisch 28 und 42 Tage nach Fraktur eine vermehrte Kallusbildung mit

bereits fortgeschrittener knöcherner Konsolidierung in der Wachstumsfaktoren-

gruppe zeigten, während in der unbehandelten Kontrollgruppe noch ein

Frakturspalt nachweisbar war. 84 Tage nach Fraktur ließen sich hingegen keine

Unterschiede mehr im Kallus der einzelnen Gruppen nachweisen [111].

Beim Vergleich der einzelnen Zeitpunkte (5, 10, 15 und 28 Tage nach Fraktur)

ließen sich jedoch behandlungsunabhängige Unterschiede in der

Immunreaktivität nachweisen. Während es 10 und 15 Tage nach Fraktur zu

einer Zunahme der Immunreaktivität kam, waren 5 und 28 Tage nach Fraktur

unabhängig von der untersuchten Region überall weniger ED1-positive Zellen

nachweisbar. Dies galt sowohl für den endostalen wie auch periostalen Anteil.

Dies könnte dadurch erklärt werden, dass sich 10 und 15 Tage nach Fraktur

alle drei Gruppen im Stadium der Entzündungsphase der Frakturheilung

befinden. Während es 5 Tage nach Fraktur noch zu einer ansteigenden

Rekrutierung phagozytierender Zellen kommt, könnten 28 Tage nach Fraktur

bereits andere Zellen wie Chondrozyten oder Osteoblasten eine größere Rolle

spielen. Zu diesem Zeitpunkt ist die initiale Phase der Frakturheilung mit

inflammatorischer Reaktion bereits beendet. Die Phase der Chondrogenese

und enchondralen Ossifikation mit anschließendem Remodelling hat begonnen.

Aufgrund der beschleunigten Frakturheilung in der PDLLA-Gruppe und der

Wachstumsfaktorengruppe wird dieses Stadium schneller erreicht als, in der

unbehandelten Kontrollgruppe.

4.5 Polymerbedingte Fremdkörperreaktion

Nach der erfolgreichen Einführung verschiedener Polyester der Milch- und

Glykolsäuren als Nahtmaterialien wurden im weiteren Verlauf diese Polymere

auch auf den möglichen Einsatz als Osteosynthesematerialien untersucht.

Bereits Mitte der 1960er Jahre führten Kulkarni et al. vielverprechende

Versuche mit Polylaktiden durch [11]. Sie konnten zeigen, dass es möglich ist,
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aus zyklischen Diestern, den Laktiden, neben speziellen Filmen auch

Beschichtungen herzustellen, die nicht-toxisch  sind. Des Weiteren konnte ihre

komplette Metabolisierung im lebenden Organismus nachgewiesen werden. Bis

zum heutigen Tag sind bei der Literatursuche nach dem Begriff „biodegradable“

und „resorbable“ unter Ausschluss von „suture“ knapp über 11200

Publikationen medline gelistet. Während in der Anfangsphase der

tierexperimentellen Studien eine große Euphorie hinsichtlich der guten

Gewebeverträglichkeit mit initial nur milder Fremdkörperreaktion herrschte,

wurden in späteren Studien mit längeren Standzeiten diese hervorragenden

Ergebnisse relativiert. So beobachten etwa Böstman et al. die Ausbildung

steriler Fisteln nach Anwendung von Polyglykoliden [113]. Jedoch zeigten auch

andere Studien Fälle von Fremdkörperreaktionen nach Anwendung von

Stiftimplantaten aus beispielsweise PGA (PGA: Polyglykolid) in der

Traumatologie zur Refixierung und Ruhigstellung von osteochondralen

Defekten oder kleineren Fragmenten [114]. Auch nach Verwendung von PLLA-

Schrauben konnten vergleichbare Osteolysen nachgewiesen werden [115]. Zu

berücksichtigen gilt jedoch ebenfalls, dass auch nach Verwendung von

herkömmlichen metallischen Osteosynthesematerialien Gewebereaktionen zu

beobachten sind [116]. Eine Alternative zu einem massiven, resorbierbaren

Polymerimplantat stellt daher die in der vorliegenden Studie verwendete

Polymerbeschichtung von metallischen Implantaten dar. Entscheidend beim

Vergleich einzelner Polymere ist dabei, dass ihre Eigenschaften zum einen

anhand der Größe, zum anderen jedoch durch die lineare oder verzweigte

Anordnung der Molekülketten bestimmt werden. Während bei einer amorphen

Struktur die Polymerketten ungeordnet und ziellos zueinander angeordnet sind,

liegen sie bei einer kristallinen Struktur parallel. Folge ist, dass durch die

parallele Anordnung stärkere zwischenmolekulare Kräfte wirken können. Somit

haben sie eine höhere Festigkeit [117]. Dies trifft beispielsweise auf PLLA zu.

Im Vergleich hierzu weist das in der vorliegenden Arbeit verwendete PDLLA

eine amorphe Struktur auf. Dieses scheint in Bezug auf die Biokompatibilität

vorteilhaft gegenüber anderen Polymeren zu sein. Lange Zeit stand das

kristalline PLLA im Mittelpunkt des klinischen Interesses, jedoch wurde in



Diskussion                                                                                                                       

72

verschiedenen Studien eine späte Fremdkörperreaktion nachgewiesen [16,

118]. Durch die im Rahmen der langsamen Degradation entstehenden

kristallinen Abbauprodukte mit konsekutiver Erniedrigung des pH-Wertes

werden Fremdkörperreaktionen begünstigt, so dass der bedenkenlose Einsatz

im klinischen Alltag als kritisch zu bewerten ist [52, 55]. Demgegenüber zeigten

Heidemann et al., dass beim Abbau von amorphem PDLLA in vitro keine

kristallinen Abbauprodukte entstehen [119]. Jedoch entstehen auch bei der

Degradation von PDLLA saure Valenzen, welche ursächlich für die Provokation

von Fremdkörperreaktionen sind. Zudem zeigte die Studie, dass  nach

Inkubation von PDLLA-Proben in einer Lösung der pH Wert nach Aufplatzen

der langsam degradierbaren Aussenschicht drastisch erniedrigt war. In vivo

Versuche mit PDLLA zeigten hingegen keine pH Wert Verschiebung nach

Implantation des gleichen Polymers [120].

Insgesamt liegt  die Degradationsgeschwindigkeit der Polylaktide, also sowohl

des PDLLA als auch des PLLA, unterhalb der noch schneller degradierenden

Polyglykolide (vollständige Resorption schon nach 4-6 Monaten) [54]. Dies

könnte begründen, warum für die Polyglykolide polymerbedingte

Fremdkörperreaktionen beschrieben werden, da es durch den schnelleren

Abbau zu einem schnellen Anstieg von sauren Abbauprodukten und somit zu

einem Absinken des pH-Wertes kommt [59]. Jedoch wurden in der

Vergangenheit auch unerwünschte Reaktionen nach Verwendung von PLLA-

Implantaten beschrieben [59].  Im Vergleich der Polylaktide könnte die

Degradationsgeschwindigkeit des hier verwendeten PDLLA vorteilhaft

gegenüber der anderer Polylaktide wie beispielsweise des PLLA sein. Auch

wenn die Degradationsgeschwindigkeiten je nach Studie mit deutlichen

Abweichungen angegeben werden, ist festzustellen, dass das PDLLA in einem

Zeitraum zwischen 12 und 16 Monaten nahezu nicht mehr nachweisbar ist

[117]. Demgegenüber liegen die Degradationszeiten des PLLA bei 3 bis zu 5

Jahren [121]. Somit kann generell beobachtet werden, dass ein

hochmolekulares und kristallines Polylaktidimplantat langsamer abgebaut wird

als das amorphe PDLLA [122].
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Neben den Degradationseigenschaften der einzelnen Polymere hat auch die

Implantatgröße und –beschaffenheit einen entscheidenden Einfluss auf die

Intensität der implantatbedingten Reaktion [59]. Je größer das Implantat, desto

schwieriger ist es für den Organismus, den Fremdkörper und die

Abbauprodukte abzukapseln oder gar zu eliminieren. Dies erklärt, warum die in

der vorliegenden Arbeit verwendete dünne Beschichtung günstig zu sein

scheint. Im Vergleich zu den in anderen Studien verwendeten kompakten

Polymeren verlief der Abbau der hier verwendeten 10 µm dicken PDLLA

Schicht in der vorliegenden Studie ohne signifikante Fremdkörperreaktion.

Darüber hinaus bietet die Beschichtung eine gute Möglichkeit der lokalen

Applikation von bioaktiven Substanzen, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren,

mit einer kontinuierlichen Freigabe inkorporierter Faktoren.

4.6 Applikationsmethoden von Wirksubstanzen

In bisherigen Studien zur Knochenheilung wurden Wirksubstanzen

überwiegend systemisch, durch intravenöse Injektionen und Katheter, appliziert.

Weitere in der Literatur beschriebene lokale Applikationsformen sind darüber

hinaus subperiostale Injektionen oder die Verwendung osmotischer

Minipumpen [61, 64]. Eine weitere Option stellt die Einarbeitung der

Substanzen in Trägermaterialien, wie zum Beispiel Kollagenschwämme, Gele

oder Membranen, dar [65, 94, 123]. Vorteile der letztgenannten

Applikationsmethoden sind das Erreichen eines optimalen Wirkstoffspiegels am

gewünschten Wirkort, ohne den Organismus systemisch zu belasten [65, 94,

123]. Aufgrund der Tatsache, dass die Wachstumsfaktoren nicht spezifisch auf

Knochen wirken ist diese lokale Anwendung anzustreben. Somit kann die

Gefahr einer unerwünschten und unkontrollierten Freisetzung der verwendeten

Substanzen mit der Folge einer beispielsweise ektopen Knochenbildung

verringert werden [124]. Die lokale Applikation des entsprechenden Proteins hat

bereits Einzug in klinische Studien erhalten. Mehrere Trägersysteme (drug

carrier) wurden hierbei bereits erprobt [2]. Neben bovinen Kollagenschwämmen

kommen auch synthetische Carrier als Trägerstoffe für verschiedene
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Wachstumsfaktoren (BMP-2, BMP-7 u.a.) in Frage [5, 6, 125].

Ein Nachteil der vielfach beschriebenen und verwendeten Applikationssysteme,

wie beispielsweise die Abgabe der Faktoren über Kollagenschwämme, ist das

erforderliche Eröffnen der Fraktur [65]. Zudem handelt es sich um bovines

Material mit der Gefahr von auftretenden Fremdkörperreaktionen,

immunologischen Reaktionen im Sinne von allergischen Reaktionen [66] bis hin

zu möglichen Infektionen [126]. Aus diesem Grund sollte nach neuen

Applikationsmethoden und Carriersystemen gesucht werden, die eine noch

bessere Biokompatibilität aufweisen, eine lokale und kontinuierliche Freisetzung

des verwendeten Wirkstoffs (z.B. Wachstumsfaktoren) ermöglichen und

mögliche Nebenwirkungen, insbesondere implantat- und wirkstoffbedingte

Fremdkörperreaktionen, noch weiter minimieren. Auch ein bioresobierbares

Material, welches durch neugebildeten Knochen ersetzt werden kann, wäre

wünschenwert [127]. Die problemlose Anwendung setzt natürlich ebenfalls eine

leichte Handhabung für den Operateur voraus. In den letzten Jahren wurden

daher verschiedene Carrier zur lokalen Freisetzung verschiedener Wirkstoffe

untersucht.

Neben natürlichen Trägerstoffen, wie Kollagenen, Hyaluronsäuren, Fibrinen,

Alginaten und anderen organischen Materialien, werden in der Literatur auch

anorganische Trägerstoffe, wie Calciumphosphate-/sulfate oder Bioglas,

beschrieben [128]. Darüberhinaus bilden synthetische Carrier, die auch

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind und weiter unten beschrieben werden,

eine dritte Gruppe. Komposite wiederum bieten die Möglichkeit einer

Kombination der o.g. Materialien. Hierbei können die individuell besten

Eigenschaften der einzelnen Materialien optimal genutzt werden [129]. Im

Rahmen der Unfallchirurgie und Orthopädie haben vor allem Polymere als

synthetische Materialien Einzug in Studien erhalten. Ein großer Vorteil der

Polymere als Implantatbeschichtung ist dabei die Kombination eines bereits

etablierten Osteosyntheseverfahrens mit biologisch aktiven Substanzen. Somit

besteht mit dem Kombinationsprodukt zum einen die Möglichkeit einer

Stabilisation der Fraktur und zum anderen die Option, die Frakturheilung durch
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biologisch aktive Substanzen zu stimulieren. Für das in der vorliegenden Studie

verwendete Kombinationsprodukt (Implantat plus Polymerbeschichtung) konnte

zu keinem Zeitpunkt eine befürchtete und für andere Polymere beschriebene

überschießende Fremdkörperreaktion nachgewiesen werden. Im Gegenteil

zeigte sich in der durchgeführten Immunhistologie 28 Tage nach Fraktur in der

Kontrollgruppe (unbeschichtete Titankirschnerdrähte) eine signifikant höhere

Anzahl an Monozyten und Makrophagen als in den Gruppen mit der

Trägersubstanz PDLLA bzw. PDLLA und den Wachstumsfaktoren. Dies spricht

für eine gute Biokompatibilität des verwendeten Polymers. Dies konnte auch in

einer in vitro Studie gezeigt werden [4]. Darüber hinaus konnte gezeigt werden,

dass die Frakturheilung durch die verwendeten Wachstumsfaktoren signifikant

beschleunigt werden kann [111]. Dabei erfolgte die kontinuierliche und

kontrollierte Abgabe der inkorporierten Faktoren aus dem Polymer durch

Diffusion und durch die Polymererosion .

4.7 Nebenwirkungen von Wachstumsfaktoren

Bisher erfolgte eine klinische Zulassung  für strenge Indikationen bereits für

Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) und Bone Morphogenetic protein-7

(BMP-7) [5, 6, 130]. Während das BMP-2 seine Zulassung für die Therapie

akuter, offener Tibiafrakturen erhielt [5], kann bei der Therapie von tibialen

Pseudarthrosen auf das BMP-7 zurückgegriffen werden [6, 125]. Im Falle einer

frischen Fraktur kann  BMP-2 dabei mittels eines bovinen Kollagenschwammes,

welcher als Carrier dient, appliziert werden. Jedoch ist eine direkte, periostale

Applikation ebenfalls möglich [101]. Im Rahmen einer prospektiven,

randomisierten, kontrollierten Multicenterstudie haben Govender et al. 2002

diese Applikationsform von BMP-2 untersucht. Nach Implantation von

resorbierbaren Kollagenschwämmen mit BMP-2 zeigte sich eine sichere und

signifikant beschleunigte Frakturheilung. Interessanterweise konnte auch eine

signifikant geringere Infektionsrate beobachtet werden [5]. Im Rahmen weiterer

Studien erfolgte auch die Applikation von BMP-7 über bovines Kollagen [6,

125]. Darüber hinaus kann die Abgabe von BMP-7 auch mithilfe eines
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resorbierbaren synthetischen Carriers auf der Basis von Tricalciumphosphat

erfolgen. Gegenstand neuerer Studien ist zudem die Entwicklung einer

injizierbaren Substanz. So kann das Gemisch aus Trägerstoff und

Wachstumsfaktor im weiteren Verlauf ohne ein erneutes Eröffnen der Fraktur

appliziert werden [101]. Trotz teilweise guter experimenteller und klinischer

Ergebnisse konnten in einigen Studien unerwünschte Nebenwirkungen gezeigt

werden [124]. Da die eingearbeiteten Faktoren, wie beispielsweise die bisher

zugelassenen und intensiv untersuchten BMPs, nicht nur den regulären

Knochenstoffwechsel beeinflussen, sondern auch auf andere Zellen im

Organismus wirken, ergeben sich teilweise erhebliche Probleme. Ein großes

Problem ist hierbei das Auftreten von unerwünschten ektopen Ossifikationen

[124]. Durch eine inkorrekte Platzierung kann es so zu einer unkontrollierten

Freisetzung der verwendeten osteoinduktiven Wachstumsfaktoren mit der Folge

einer unerwünschten Knochenbildung im umliegenden Gewebe kommen.

Folgen sind beispielsweise die Kompression von Gefäßen oder Nerven. Dies

hätte vor allem im Falle einer rückenmarksnahen Implantation gravierende

Folgen, auch wenn bisherige Studien keine neurologischen Defizite zeigen

konnten [131]. Weitere Nebenwirkungen, die nach Verwendung von BMP-2 bei

der ventralen Instrumentierung von Halswirbelsäulenverletzungen beobachtet

werden konnten, waren Schwellungen und ausgeprägte Hämatombildungen mit

konsekutiven respiratorischen Problemen [132]. Ursächlich hierfür könnten zu

hohe Dosierungen des jeweiligen Wachstumsfaktors sein. Eine Kombination

verschiedener Wachstumsfaktoren mit möglicherweise synergistischem Effekt

und konsekutiver Dosisreduktion der jeweils einzelnen Faktoren könnte somit

vorteilhaft gegenüber einer Monotherapie sein. Verschiedene Faktoren sind seit

längerer Zeit Gegenstand intensiver Forschung [80, 133]. In der vorliegenden

Arbeit wurde daher eine Kombination von IGF-I und TGF-ß 1 verwendet. Sie

wirken in der Frühphase der Frakturheilung. Für IGF-I konnten in vitro Versuche

einen stimulierenden Effekt auf Zellen der Frakturheilung wie Chondrozyten

[82], Osteoblasten [134] und Osteoklasten [135] zeigen. Auch in vivo konnte der

positive Effekt von IGF-I auf die Knochenheilung bestätigt werden [61]. Für

TGF-ß 1  konnte eine dosisabhängige Wirkung nachgewiesen werden. Hierbei
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zeigte sich sowohl eine aktivierende [136] wie auch hemmende Wirkung auf die

Knochenbruchheilung [96]. Diese wird über eine Zelldifferenzierung

verschiedener an der Frakturheilung beteiligter Zellen reguliert. Beteiligte Zellen

sind hierbei Mesenchymzellen, Osteoblasten, Osteoklasten und Chondrozyten.

Auch für die hier verwendeten Wachstumsfaktoren werden in der Literatur nicht

unerhebliche Nebenwirkungen beschrieben, die zum einen auf die

Applikationsmethode, zum anderen jedoch auch auf die jeweiligen Faktoren

bzw. deren Dosierung zurückzuführen sind. Critchlow et al. zeigten

beispielsweise, dass bei der lokalen Injektion von TGF-ß1 eine ausgeprägte

Ödembildung zu beobachten ist [7]. Aufgrund seiner ausgeprägten

immunsuppressiven Wirkung ist zudem die systemische Applikation des TGF-

ß1 obsolet [8]. Bei der systemischen Applikation von IGF-I hingegen können

Komplikationen wie beispielweise Elektrolytverschiebungen und Hypoglykämien

beobachtet werden [68]. Weiter werden in der Literatur konzentrationsabhängig

Hypoglykämien, Konvulsionen, Pseudotumor cerebri, Papillenödeme,

Facialisparesen, Parotisschwellungen, Tachykardien, Haarausfall und

Infektionen des oberen Respirationstraktes beschrieben [68]. Auch eine

negative Beeinflussung der Nierenfunktion konnte durch IGF-I nachgewiesen

werden [137].

Durch die Kombination von IGF-I und TGF-ß 1 können hingegen synergistische

Effekte auf den Knochenstoffwechsel genutzt und Dosierungen der jeweiligen

Einzelsubstanzen reduziert werden. Die kombinierte Applikation zeigte in

Studien einen größeren stimulierenden Effekt auf das Wachstum der

Knochenmatrix als die jeweilige Einzelapplikation [92, 97]. Durch gegenseitige

Interaktionen beeinflussten sie den Aufbau der Knochenmatrix und des

Knorpels [97] und stimulierten die Proliferation von Osteoprogenitorzellen und

Osteoblasten [93]. Unerwünschte Nebenwirkungen konnten in der vorliegenden

Studie nicht beobachtet werden.
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4.8 Wachstumsfaktoren und Makrophagen

Im Bereich der Unfallchirurgie/Orthopädie  kommt der Ansammlung

phagozytierender Zellen im Knochen eine entscheidende Rolle in Hinsicht auf

eine Fremdkörperreaktion zu. Diese birgt die Gefahr von Osteolysen,

aseptischen Prothesenlockerungen und Implantatabstoßungen. Im Bereich der

Endoprothetik ist die pathologische Knochenresorption hierbei die

Hauptursache für ein Versagen der Prothese [26]. Somit muss ein vermehrtes

Auftreten von phagozytierenden Zellen und Osteoklasten vermieden werden.

Auf der anderen Seite spielen diese Zellen jedoch auch eine entscheidende

Rolle im physiologischen Ablauf der Frakturheilung [138]. Eine verminderte

Proliferation oder Differenzierung von Monozyten/Makrophagen könnte somit

die Knochenbruchheilung ebenfalls negativ beeinflussen, da sie eine

entscheidende Rolle bei der Angiogenese und in der Regeneration der

geschädigten Gewebe spielen [139]. So konnten beispielsweise verschiedene

Studien zeigen, dass es in Anwesenheit von Makrophagen zu einer Expression

osteoinduktiver Zytokine kam [140]. Neben diesen Beobachtungen konnte in

einer weiteren Studie eine vermehrte Knochenneubildung nach Implantation

von Biomaterialien beobachtet werden, nachdem es zur Ausbildung

mehrkerniger Riesenzellen gekommen war [141].  Ursächlich hierfür ist die im

Rahmen der Fraktur auftretende initiale Entzündungsantwort im Sinne einer

unspezifischen Antwort des Organismus auf das Trauma. Neben degranulierten

Thrombozyten und anderen inflammatorisch wirksamen Zellen kommt es zu

einer Infiltration des Hämatoms mit Sekretion von Wachstumsfaktoren und

Zytokinen [85]. Hierbei spielen bei der Proliferation, Differenzierung und

Aktivierung von Makrophagen sowohl das in der vorliegenden Studie

verwendete IGF-I wie auch das TGF ß eine entscheidende Rolle. Dabei kann

die Wirkung des TGF-ß in Abhängigkeit der Dosierung und anderer beteiligter

Zytokine sowohl stimulierend (proinflammatorisch) wie auch inhibierend

(antiinflammatorisch) sein [142]. Entscheidend ist hierbei der

Differenzierungsgrad, das Umgebungsmillieu und die Lokalisation der

jeweiligen Zelle [143]. Je nach Dosierung werden mononukleäre, zirkulierende

Zellen (Monozyten) chemotaktisch an den Ort der Verletzung bzw. Entzündung
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angelockt bzw. zu einer vermehrten Expression und Freisetzung von

verschiedenen Zytokinen aktiviert [144]. Dabei konnten in vitro Studien zeigen,

dass femtomolare Konzentrationen von TGF-ß die potenteste chemotaktische

Wirkung auf Monozyten haben [144]. Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppen

konnten in vivo bestätigt werden. Aber auch die Phagozytoseaktivität von

Monozyten/Makrophagen kann durch TGF-ß gesteigert werden [145]. Mithilfe

von TGF-ß kommt es zudem zu einer Differenzierung von Monozyten zu

Makrophagen, die ihrerseits wiederum Zytokine und Wachstumsfaktoren wie

TGF-ß sezernieren [146]. Durch die Differenzierung zu Makrophagen kommt es

schließlich zu einer Downregulation von TGF-ß Rezeptoren. Dies bedingt dann

die antiinflammatorische Wirkung. Diese supprimierenden, deaktivierenden

Effekte auf residente, weiter differenzierte Makrophagen wurden bereits in den

1980er und 1990er Jahren beschrieben [142]. Durch die Fähigkeit, TGF-ß

selbst zu produzieren und sezernieren, sowie durch autokrine

Regulationsmechanismen sind Monozyten und Makrophagen somit in der Lage,

auf die Wund- und Knochenheilung Einfluss zu nehmen.

Auch IGF-I kann unter bestimmten Umständen von Makrophagen sezerniert

werden [147]. Zusätzlich konnte in einer Studie an Alveolarmakrophagen

gezeigt werden, dass IGF-I in Monozyten und Makrophagen die Sekretion von

anderen proinflammatorischen Zytokinen (TNF-alpha, IL-6, Il-1ß) stimuliert

[148].

In Bezug auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie könnte somit erklärt

werden, warum zunächst ein Anstieg der Immunreaktivität in allen Gruppen zu

beobachten ist und diese in der Kontrollgruppe nach 28 Tagen noch signifikant

über der Immunreaktivität in den anderen beiden Gruppen liegt. Zu den frühen

Zeitpunkten überwiegt noch die inflammatorische Wirkung der WF auf initial

noch nicht differenzierte Monozyten. Nach ihrer Differenzierung zu reifen

Makrophagen kommt es schließlich zu einer vermehrten antiinflammatorischen

Reaktion insbesondere des TGF-ß.

Die angefärbten Zellen im periostalen Kallus waren primär proximal und distal in

unmittelbarer Nähe der Fraktur lokalisiert. Endostal konnten die Zellen hingegen
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nur proximal der Frakturzone nachgewiesen werden. Eine Erklärung hierfür

könnte die Herkunft der Zellen sein. Die Makrophagen sind die am meisten

ausdifferenzierten phagozytierenden Zellen. Nach ihrer Entwicklung aus

undifferenzierten Präkursorzellen des Knochenmarks kommt es zu einer

Differenzierung in im Blut zirkulierenden Monozyten. Beim Auftreten einer

Fraktur entwickelt sich im Bereich des ehemaligen Periostschlauches ein

Hämatom. Die hier anzutreffenden Monozyten/Makrophagen könnten somit aus

den rupturierten Gefäßen stammen. Möglicherweise handelte es sich bei den

im Endost anzutreffenden Zellen hingegen eher um Vorläuferzellen, die als

residente Zellen bereits im Knochenmark vorlagen. Ihre Anzahl ist deutlich

geringer ausgeprägt. Auch die Ausbildung von Riesenzellen durch

Zusammenschluss mehrerer einkerniger Zellen konnte beobachtet werden.

Dies spricht für eine Auseinandersetzung des Organismus mit dem

implantierten Osteosynthesematerial im Sinne einer Fremdkörperreaktion und

konsekutiver inflammatorischer Reaktion.

4.9 Wachstumsfaktoren und Osteoklasten

Neben den an der Frakturheilung unter anderem beteiligten Monozyten,

Makrophagen und den knochenaufbauenden Osteoblasten spielen die

knochenresorbierbaren Osteoklasten eine entscheidende Rolle im Rahmen des

Remodelling-Prozesses. Ihre Differenzierung erfolgt durch die Fusion einzelner

Zellen aus im Blutkreislauf zirkulierenden Vorläuferzellen des Knochenmarks

[149]. Wildemann et al. konnten an isolierten Osteoklasten zeigen, dass neben

den erforderlichen Faktoren Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF)

und dem Receptor Activator NF.B Ligand (RANKL) auch verschiedene

Wachstumsfaktoren eine Rolle bei der Differenzierung und Resorptionsaktivität

der Osteoklasten spielen [58]. So konnte herausgestellt werden, dass die

Applikation von TGF-ß1 bzw. die Kombination von TGF-ß1 und IGF-I einen

stimulierenden Effekt auf die Fusion der Präkursorzellen hat. Darüber hinaus

konnte ein stimulierender Effekt des TGF-ß1 auf die Resorptionsaktivität von

Osteoklasten dargestellt werden. Ein negativer Einfluss des Polymers auf die
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Fusions- und Resorptionsrate der Osteoklasten konnte nicht gezeigt werden.

Auch Arbeiten anderer Arbeitsgruppen konnten die positiven Effekte der

Wachstumsfaktoren auf Osteoklasten darstellen [150].

In der hier präsentierten Studie erfolgte der Nachweis von Osteoklasten anhand

der sogenannten TRAP-Färbung. Mithilfe dieser Färbung liessen sich

Osteoklasten sowohl periostal wie auch endostal nachweisen. In der

vorliegenden Studie konnten über den gesamten Zeitverlauf von 28 Tagen nach

Fraktur keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt

werden. Während 5 und 28 Tage nach Fraktur periostal in keiner der Gruppen

TRAP positive Zellen nachgewiesen werden konnten, kam es im Verlauf

gruppenunabhängig 10 und 15 Tage nach Fraktur in der Kontrollgruppe

tendenziell zu einem vermehrten Anstieg TRAP positiver Osteoklasten im

periostalen Kallus. Ein, insbesondere negatver, Effekt der vorliegenden

Beschichtung auf die am Remodellingprozess beteiligten Osteoklasten, konnte

somit nicht gezeigt werden. Weitere Untersuchungen an histologischen

Präparaten zeigten auch nach 84 Tagen keine Anzeichen für vermehrte

Osteolysen.

4.10 Methode, Beurteilung der Biokompatibilität

Auch wenn die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vielversprechend in Hinsicht

auf eine gute Biokompatibilität sind, gilt zu berücksichtigen, dass bei der

Auswertung auf die semiquantitative Methode mittels Bildanalyse

zurückgegriffen wurde. Auch wenn dies ein anerkanntes Verfahren zur

Beurteilung immunhistologischer Präparate ist [151, 152], gilt zu

berücksichtigen, dass die  Untersuchungsergebnisse stark vom jeweiligen

Untersucher abhängig sind. Darüberhinaus bereitete die Heterogenität des

Frakturkallus Schwierigkeiten bei der Beurteilung vergleichbarer regions of

interests (ROIs). Um eine größtmögliche Übereinstimmung und Vergleichbarkeit

der Schnittebenen zu erzielen, wurden die Schnitte in der histologischen

Aufbereitung fortlaufend durchnummeriert. Gefärbt wurden dann Schnitte aus

der Mitte des Frakturkallus innerhalb eines bestimmten Bereichs. Trotzdem
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zeigten sich noch inter- und intraviduelle Unterschiede in der Morphologie der

Kallusse. Die Ergebnisse dieser Arbeit können daher nur Hinweise auf

biologische Vorgänge und Abläufe im Kallus im Rahmen der Frakturheilung

geben. Ihre Wertigkeit erreichen sie erst in Zusammenschau mit den

Ergebnissen der Radiologie, Histologie und Biomechanik sowie der

molekularbiologischen Untersuchungsmethoden. Zudem gilt zu berücksichtigen,

dass in der vorliegenden Arbeit nur relativ frühe Zeitpunkte der Frakturheilung

(5, 10, 15 und 28 Tage) berücksichtigt wurden. Bei Untersuchungen der

Biokompatibilität sollten ergänzend auch längere Zeiträume gewählt werden.

Dies gilt insbesondere unter Berücksichtigung der

Degradationsgeschwindigkeiten des jeweiligen Polymers. Für das in der Studie

verwendete PDLLA werden in der Literatur Zeiten von 12 bis 16 Monaten

angegeben [117]. Während die hier präsentierten Ergebnisse zu den frühen

Zeitpunkten 5, 10, 15 und 28 Tage nach Fraktur keine Fremdkörperreaktion

nachweisen konnten, konnten in einer weiteren histologischen Studie auch 84

Tage nach Fraktur keine Osteolysen beobachtet werden [111].

Die erzielten hohen Standardabweichungen ergaben sich aus den doch

teilweise sehr variablen Messwerten. Diesen lag am ehesten die verwendete

semiquantitative Methode zugrunde. Ursache hierfür könnte die teilweise

schwierig zu diskriminierende gefärbte Fläche sein, da teilweise auch

angrenzende Gewebe, wie bspw. Knorpel, leicht mit angefärbt waren und eine

manuelle Korrektur vorgenommen werden musste.
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5 Zusammenfassung:

Die Behandlung komplexer Frakturen der Röhrenknochen stellt weiterhin ein

großes Problem dar. Eine Vielzahl von Komplikationen korreliert hierbei direkt

mit der Behandlungsdauer. Durch die exogene Applikation von

Wachstumsfaktoren kann die Frakturheilung beschleunigt und die Gefahr dieser

Komplikationen verringert werden. Vorraussetzung für die problemlose

Anwendung ist eine gute Biokompatibilität der applizierten Faktoren und des

Trägermaterials. Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Biokompatibilität einer

biodegradierbaren und bereits etablierten Poly(D,L-Laktid)-Beschichtung als

Wirkstoffträger für die Wachstumsfaktoren IGF-1 und TGF-ß1 in Bezug auf

mögliche inflammatorische Reaktionen im Rahmen der Frakturheilung zu

untersuchen.  Nach Setzen einer standardisierten Tibiaschaftfraktur an Sprague

Dawley Ratten erfolgte die Versorgung mittels intramedullären Kirschner

Drähten. Neben der unbeschichteten Kontrollgruppe, wurde eine Gruppe mit

einem Poly(D,L-Laktid) beschichteten Implantat (PDLLA) und eine dritte Gruppe

mit PDLLA + IGF-I/TGF-ß1 versorgt. Die 10 µm dünne Beschichtung wurde

hierbei in einem kalten Tauchverfahren aufgetragen. Nach 5, 10, 15 und 28

Tagen wurden die Tiere getötet. Zur histologischen Beurteilung des

Kallusgewebes wurde zunächst eine Färbung mit Safranin O/Lichtgrün

durchgeführt. Zur Klärung der Biokompatibilität und Untersuchung der

Fremdkörperreaktion wurde in der vorliegenden Studie eine immunhistologische

Färbung mit ED1-Antikörper durchgeführt. Das von Monozyten/Makrophagen

exprimierte Glykoprotein ED1 ist homolog gegenüber dem humanen CD68 und

wird von antigenpräsentierenden Zellen im Rahmen einer Entzündungsantwort

an der Oberfläche präsentiert. Des weiteren wurden mittels der Tartrat

resistenten sauren Phosphatase (TRAP) Färbung Osteoklasten dargestellt, die

im Rahmen von Osteolysen bei einer Fremdkörperreaktion eine Schlüsselrolle

einnehmen. Die Auswertung der Färbungen erfolgte mittels semiquantitativer

Bildanalyse. Dabei wurde zunächst eine region of  interest (ROI) definiert.

Innerhalb dieser ROI wurde nun die gefärbte Fläche (ED1 bzw. TRAP-Aktivität)

prozentual ins Verhältnis der gesamten Fläche gesetzt. Bereits 5 Tage nach

Fraktur zeigte sich in der PDLLA- und Wachstumsfaktorengruppe ein deutlich
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ausgeprägterer Kallus als in der Kontrollgruppe. Bis zum 15. Tag kam es in

allen drei Gruppen zu einer deutlichen Zunahme des Kallusvolumens mit

zunehmender Abgrenzung des weichen vom harten Kallus. Im Vergleich zur

Kontrollgruppe, zeigte sich in den beiden anderen Gruppen ein deutlich höherer

Anteil trabekulären Geflechtknochens als Zeichen einer fortgeschrittenen

Frakturheilung. Insbesondere 28 Tage nach Fraktur konnte in der

Wachstumsfaktorengruppe ein deutlich fortgeschrittenes Kallusremodelling

beobachtet werden. In der Immunhistologie zeigten sich 5, 10 und 15 Tage

nach Fraktur in allen drei Gruppen ED1 positive Zellen in der Nähe des

Frakturspaltes. Weder die verwendete Poly(D,L-Laktid) Beschichtung noch die

inkorporierten Wachstumsfaktoren induzierten ein vermehrtes Auftreten von

ED1 positiven Makrophagen oder Monozyten im Vergleich zur unbeschichteten

Kontrollgruppe. Interessanterweise zeigte sich 28 Tage nach Fraktur in der

Wachstumsfaktorengruppe eine signifikant reduzierte Immunreaktivität für ED1

im periostalen Kallus im Vergleich zur Kontrolle. Eine Ursache hierfür könnte

die in Langzeituntersuchungen nachgewiesene beschleunigte Frakturheilung

durch die Wachstumsfaktoren sein, wodurch auch ein schnelleres Abklingen

der Inflammation erklärt werden könnte. Innerhalb der Gruppen war 10 und 15

Tage nach Fraktur eine vermehrte Anzahl von Monozyten/Makrophagen und

Osteoklasten nachweisbar als 5 und 28 Tage nach Fraktur. Bei der

Untersuchung TRAP positiver Zellen konnten über den gesamten Zeitverlauf

von 28 Tagen nach Fraktur keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen festgestellt werden. Während 5 und 28 Tage nach Fraktur periostal in

keiner der Gruppen TRAP positive Zellen nachgewiesen werden konnten, kam

es im Verlauf gruppenunabhängig 10 und 15 Tage nach Fraktur in der

Kontrollgruppe tendenziell zu einem vermehrten Anstieg TRAP positiver

Osteoklasten im periostalen Kallus. Weitere histologische Untersuchungen

zeigten auch nach 84 Tagen keine vermehrten Osteolysen. Zusammenfassend

kann somit beobachtet werden, dass die verwendete bioaktive Beschichtung

eine gute Biokompatibilität für die untersuchten Zeitpunkte aufweist und eine

signifikante Stimulation der Heilung durch die lokal applizierten

Wachstumsfaktoren erfolgte.
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7 Abkürzungsverzeichnis

ABC Avidin-Biotin Complex

AO Arbeitsgemeinschaft für Osteosynthesefragen

BMP Bone morphogenetic protein

CD Cluster of differentiation

DDS Drug Delivery System

ED1 Spezifischer Monozyten-/Makrophagenmarker bei Ratten

FBR Foreign body reaction

FBGC Foreign body giant cell

(b)FGF (Basic) Fibroblast growth factor

GH Growth Hormon

IGF Insulin-like growth factor

IL Interleukin

IR Immunreaktivität

M-CSF Macrophage-colony stimulating factor

MPS Mononukleäres Phagozytosesystem

PBS Phosphate buffered saline

PDLLA Poly(D,L-Laktid)

PDS Peroxydisulfate

PGA Polyglycolic acid/Polyglycolide

PLLA Poly(L-Laktid)

ROI Region of Interest
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TGF-ß Transforming growth factor beta

TNF Tumor necrosis factor

TRAP Tartrate-resistant acid phosphatase

VEGF Vascular endothelia growth factor

WF Wachstumsfaktor
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