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1. ZUSAMMENFASSUNG

1.1. Analyse der Vaskularisierung und Biokompatibil itat der inj-
zierbaren Hydroxylapatit-Paste Ostim im Vergleich z  u biol-

gischen und synthetischen Knochenersatzstoffen

In der Traumatologie und Orthopédie spielt der Knochenersatz eine immer wichtigere Rolle.
So mussen haufig grole Knochendefekte, die bei Frakturen oder nach der Resektion von
benignen Knochentumoren und Knochenzysten entstehen, durch Knochenersatzstoffe auf-
gefullt werden. Entsprechend wurden in den letzten Jahrzehnten eine Vielzahl unterschiedli-
cher Materialien und Methoden fir den Knochenersatz entwickelt.

Derzeit gilt die autologe Transplantation von frisch isolierter Spongiosa als Goldstan-
dard fur den Knochenersatz. Dieses Verfahren kann jedoch mit einer Reihe von Komplikatio-
nen einhergehen, wie z.B. chronischen Schmerzen und Wundheilungsstérungen an der Ent-
nahmestelle. Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahren eine Reihe von Biomaterialien
entwickelt, die als synthetische Knochenersatzstoffe dienen kénnen. Zu ihnen zahlen die
klassischen Kalziumphosphatkeramiken aus Hydroxylapatit, die wegen ihrer guten Biokom-
patibilitat haufig klinisch eingesetzt werden. Neuere Formen von Knochenersatzstoffen sind
injizierbar, damit leicht zu handhaben und werden mit der Zeit vom Organismus abgebaut.
Zu diesen Materialien gehért Ostim, eine Hydroxylapatit-Paste die aus phasenreinen Hydro-
xylapatit-Kristallen als eine Suspension in Wasser besteht.

In der vorliegenden Arbeit wurde in der Rickenhautkammer des Syrischen Gold-
hamsters die Vaskularisierung und Biokompatibilitat von Ostim im Vergleich zu haufig ver-
wendeten synthetischen Knochenersatzstoffen sowie zur Spongiosa untersucht. Hierzu wur-
de die Technik der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie verwendet, die eine repetitive Analy-
se der angiogenen und inflammatorischen Reaktion auf die Implantate in der Riickenhaut-
kammer ermdglichte.

Fir die Untersuchungen wurde den Versuchstieren Ostim (konventionell oder sto-
chiometrisch hergestelltes Ostim) implantiert, das eine hohe Viskositat besitzt und mit seiner
kristallinen Struktur der mineralischen Phase des natirlichen Knochens gleicht. Als weitere
Gruppe untersuchten wir die Hydroxylapatit-Keramik Cerabone, die zu den haufig eingesetz-
ten synthetischen Knochenersatzstoffen zahlt. Zusatzlich wurde isogen transplantierte Spon-
giosa analysiert. Des Weiteren wurde in einer Gruppe Silikon in die Ruckenhautkammer im-
plantiert, welches in vielen Bereichen der Medizin verwendet wird, da es als biologisch iner-

tes Material gilt. Leere Riickenhautkammern ohne Implantate dienten als Kontrolle.
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Ostim wies eine gute Biokompatibilitat auf, was sich in einer physiologischen Leuko-
zyten-Endothelzell-Interaktion zeigte, die mit derjenigen der anderen untersuchten Materia-
lien vergleichbar war. Auch die mikrohamodynamischen Parameter zeigten keine relevanten
Unterschiede in den Untersuchungsgruppen. Alle implantierten Stoffe riefen eine angiogene
Reaktion im Empfangergewebe hervor. Im Vergleich zu Ostim vaskularisierte die transplan-
tierte Spongiosa besser, was sich an einer vermehrten Anzahl von Angiogenese-positiven
Feldern und einer erhohten funktionellen Kapillardichte der neu gebildeten GefélRe zeigte.
Mittels Histologie konnte gezeigt werden, dass sowohl konventionell, als auch stdchiome-
trisch hergestelltes Ostim von neu gebildeten Kapillaren durchzogen waren und die Materia-
lien an einigen Stellen bereits resorbiert wurden. Die Spongiosa war vollstandig von Granula-
tionsgewebe umgeben, welches die hdchste Dichte an neu gebildeten BlutgefaRen aufwies.
Implantiertes Cerabone und Silikon waren nur an ihrer Oberflache von neuen Kapillaren
Uberzogen, die jedoch nicht in das jeweilige Material einwachsen konnten. In der Gruppe
ohne Implantate in der Riickenhautkammer fand wie erwartet keine Angiogenese statt.

Aus den gewonnenen Erkenntnissen dieser Studie geht hervor, dass synthetische
Knochenersatzstoffe wie Ostim durchaus eine gute Alternative zur Spongiosa bei der Auffll-
lung von Knochendefekten darstellen. Ostim ist ebenso biokompatibel wie Spongiosa und
bietet den wichtigen Vorteil, dass es im klinischen Einsatz durch seine Injizierbarkeit gut
handzuhaben ist. Das Einwachsen neuer Blutgefal3e in Ostim erfolgte zwar langsamer als
bei der Spongiosa, dennoch wurde Ostim im Zeitverlauf gut in das Empfangergewebe inkor-
poriert und mit der Zeit resorbiert. Die langsamere Angiogenese der synthetischen Knochen-
ersatzstoffe im Vergleich zur Spongiosa kénnte zukiinftig noch durch Kombination der syn-

thetischen Knochenersatzstoffe mit pro-angiogenen Wachstumsfaktoren verbessert werden.
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2. SUMMARY

2.1. Analysis of vascularization and biocompatibili ty of the injec-
table hydroxylapatite-paste Ostim in comparison to biological

and synthetic bone substitutes

In orthopaedics and traumatology, bone replacement plays an increasingly important role.
Therefore, large bone defects, which develop after fracture or resection of benign bone tu-
mours and bone cysts, frequently have to be filled up by bone substitutes. Thus, many diffe-
rent materials and methods for bone replacement have been developed over the last few
decades.

Currently, autologous transplantation of freshly isolated spongiosa is considered the
golden standard for bone replacement. This procedure may be associated with a number of
complications, for example chronic pain and wound healing complications at the donor site.
To prevent this, different biomaterials have been developed to serve as synthetic bone
substitutes. These include the classical calciumphosphate ceramics made of hydroxylapatite,
which are often used clinically because of their good biocompatibility. Newer forms of bone
substitutes are injectable, easy to handle and also degradable over time by the organism.
One of these materials is Ostim, a hydroxylapatite-paste, which contains phase pure
hydroxylapatite crystals as a suspension in water.

In the present work, vascularization and biocompatibility of Ostim was investigated in
comparison to frequently used synthetic bone substitutes and spongiosa in the dorsal
skinfold chamber of Syrian golden hamsters. For the repetitive analysis of the angiogenic
and inflammatory reaction to the implants in the dorsal skinfold chamber, the technique of
intravital fluorescence microscopy was used.

For the investigation, Ostim (conventional or stoichiometrically manufactured Ostim)
was implanted, which has a high viscosity and is similar to the natural bone due to its
crystalline structure of the mineral phase. Besides, we examined the hydroxylapatite-ceramic
Cerabone, one of the frequently used synthetic bone substitutes. Additionally, isogenic
transplanted spongiosa was analyzed. Finally, silicone was implanted in one group, which is
used in many fields of medicine because of its inert properties. Empty dorsal skinfold
chambers without implants served as controls.

Ostim exhibited a good biocompatibility, as indicated by a physiological leucocyte-
endothelial cellinteraction comparable to that of the other investigated materials. There were

no relevant differences in microhemodynamics between the groups. All implanted materials
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induced an angiogenic response in the host tissue. Compared to Ostim, the vascularization
of transplanted spongiosa was more pronounded, as indicated by a higher number of
angiogenesis-positive fields and an increased functional capillary density of the newly formed
vessels. Histological examination of the implants showed that both conventional and stoichio-
metrically manufactured Ostim were pierced by newly formed capillaries and showed also
areas of resorption. The spongiosa was surrounded by granulation tissue, which was
characterized by the highest density of newly formed blood vessels. Implanted Cerabone and
silicone were covered with new capillaries only on the surface. In the group without implants
in the dorsal skinfold chamber there was no angiogenesis.

The present study suggests, that the synthetic bone substitute Ostim is a good
alternative to spongiosa for the replenishment of bone defects. Ostim is as biocompatible as
spongious bone and offers the important advantage of its good handling properties in clinical
use. Although the ingrowth of new blood vessels into Ostim was delayed when compared to
spongious bone, Ostim was incorporated well in the host tissue after 14 days. The delayed
vascularization of synthetic bone substitutes in comparison to the spongiosa may be
improved in the future through a combination of the synthetic bone substitutes with pro-

angiogenic growth factors.
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3. EINLEITUNG

Der menschliche Knochen dient als Stiitzskelett fir den Kérper, schitzt die inneren Organe,
ist Ort der Blutbildung und wesentlich am Kalziumhaushalt beteiligt. Alle Knochen sind von
Periost, einer Bindegewebshaut, umgeben. Der eigentliche Knochen wird in die auf3ere Sub-
stantia corticalis (Kortikalis) und die innere Substantia spongiosa (Spongiosa) untergliedert
[Deetjen und Speckman, 1999]. Die Spongiosa ist ein schwammartiges Gerustwerk aus
kleinsten Trabekeln zwischen denen sich das Knochenmark befindet. Der Knochen selbst
besteht aus den Knochenzellen und der Knochenmatrix, die von versorgenden BlutgefalRen

durchzogen ist.

Die Knochenzellen werden unterschieden in Osteoblasten, die neuen Knochen aufbauen
[Rodan und Martin, 1981], Osteoklasten, die Knochen resorbieren sowie Osteozyten, welche
die Knochenmatrix kalzifizieren (Abbildung 1). Die Knochenmatrix setzt sich zu 10% aus
Wasser, zu 20% aus organischen und zu 70% aus anorganischen Anteilen zusammen. Zu

den organischen Materialien z&hlen vor allem Kollagen Typ I, Osteonectin, Osteocalcin und

des Osteoids

M{P\ Mineralisat ion w

Ruhender

- 1
Osteozyten
l Knochen -
neubildung @
Knochen -

resorption Osteoblasten

Osteoklasten W ’

Umkeh rphase

Abbildung 1: Physiologischer Knochenstoffwechsel: Der ruhende Knochen ist durchsetzt mit Osteo-
zyten, welche die Mineralisierung des Osteoids sicherstellen. Durch verschiedene Stimuli werden
Osteoklasten aktiviert, die mit der Knochenresorption beginnen. In der Umkehrphase wird durch
mononukledre Zellen die Resorption beendet und es lagern sich Osteoblasten-Vorlauferzellen an, die
als Osteoblasten mit der Knochenneubildung beginnen. Das neu gebildete Osteoid wird dann von den
Osteozyten wieder mineralisiert. Der gesamte Prozess dauert ca. drei Monate.
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schiedene Proteoglycane [Buckwalter et al., 1996a]. Der anorganische Anteil besteht in ers-

ter Linie aus Hydroxylapatit mit der chemischen Formel Cas(PO,)(OH).

Knochenauf- und abbau befinden sich beim Gesunden in einem Gleichgewicht, dass durch
eine Vielzahl von Hormonen aus unterschiedlichen Geweben reguliert wird [Wang et al.,
1997]. Die Mineralisierung des Knochens erfolgt durch Einlagerung von Pyrophosphat, Kal-
zium und Phosphat, deren Plasmakonzentrationen wiederum von Calcitriol (Vitamin D3),
[Schlaeppi et al., 1997] und Parathormon [McSheehy und Chambers, 1986] abhangig sind.
Die Bildung der Knochenmatrix wird u.a. durch Insulin und Calcitonin geférdert und durch
Glucocorticoide gehemmt. Dieses Regulationsystem ist verantwortlich fir das Knochen-
wachstum, die Knochenbruchheilung [Buckwalter et al., 1996b] und den physiologischen
Knochenumbau, der unter anderem durch mechanische Belastung statt findet [Nomura und
Takano-Yamamoto, 2000]. So kann ein lokalisierter Abbau von Knochen durch den Osteo-
klasten-aktivierenden Faktor (OAV) hervorgerufen werden, der z.B. im Rahmen von Tumor-

erkrankungen zur Entmineralisierung des Knochens fihrt [Silbernagel und Lang, 2005].

Bei Verletzungen des Knochens ist der Kérper normalerweise in der Lage, den entstandenen
Defekt Uber priméare oder sekundare Frakturheilung zu verschlielen [Reddi, 1998]. Dabei
besitzt der Knochen die erstaunliche Fahigkeit, ohne Defektheilung und Narbenbildung zu
regenerieren [Salgado et al., 2004]. Die Knochenheilung ist ein komplexer Vorgang, der von
verschiedenen Wachstumsfaktoren abhangig ist [Probst und Spiegel, 1997; Wozney und
Rosen, 1998; Bolander 1992; Lieberman et al., 2002]. Hierzu zahlen beispielsweise Epider-
mal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor (FGF), Insulin-like Growth Factor (IGF),
Keratinocyte Growth Factor (KGF), Platelet-derived Growth Factor (PDGF), Transforming
Growth Factor (TGF) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).

Es werden zwei Arten der Knochenheilung, die primére und die sekundare Frakturheilung,
unterschieden. Die primare Frakturheilung kann nur stattfinden, wenn die Bruchenden opti-
mal adaptiert und mechanisch stabil sind. Der Frakturspalt wird hierbei direkt, durch die statt-
findenden Knochenumbauvorgénge Uberbrickt. Die sekundare Frakturheilung erfolgt hinge-
gen bei nicht vollstandig adaptierten Knochenenden, Instabilitat oder grof3en begleitenden
Weichteilschaden. Sie verlauft in mehreren Phasen. Wahrend der Initialphase wird das Frak-
turhamatom abgeraumt. Danach folgt die Phase der Kallusbildung, in der ein fibroses knor-
peliges Knochengewebe (Priméarkallus oder Briickenkallus) aus den Zellen des umliegenden
Gewebes gebildet wird. Bis zur sechsten Woche kommt es wahrend der Phase der Kallus-

mineralisation zur Einlagerung von Kalziumkristallen, so dass eine feste mechanische Ver-
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bindung entsteht. Mit zunehmender mechanischer Belastung wird der Kallus schlief3lich zu
lamellarem Knochen mit spongidésen und kompakten Knochenstrukturen umgebildet [Motoki
und Mulliken, 1990].

Beiden Arten der Knochenheilung ist gemeinsam, dass sie nur stattfinden, wenn die Kno-
chenfragmente ausreichend durchblutet und mit Nahrstoffen versorgt sind, d.h. keine Nekro-
sen bestehen. Zudem durfen sich die Frakturenden nicht zu stark bewegen, da andernfalls
die Gefahr der Pseudarthrosenbildung besteht. Eine weitere Vorraussetzung fir die Kno-

chenheilung ist die Infektionsfreiheit an der Frakturstelle [Niedhard und Pfeil, 2003].

Ziel der Frakturbehandlung ist es, die Kontinuitdt des Knochens ohne Funktionsstérungen
wiederherzustellen. In der modernen Medizin wird die Knochenheilung konservativ, durch
Ruhigstellung z.B. im Gipsverband oder operativ, durch Osteosynthesen unterstitzt [Perry,
1999]. Hierbei kommen schon seit vielen Jahren Nagel, Platten und Schrauben aus den ver-
schiedensten Materialien, wie z.B. Titan und Silikon oder Keramiken [Cameron et al., 1977],
zum Einsatz. Bleibt allerdings die physiologische Knochenheilung bei Frakturen aus oder ist
der Knochen durch Zysten [Adamsbaum et al., 1993] oder Tumoren [Lobo Gajiwala et al.,
2003; Matsumine et al., 2004] zerstort, mussen die Defekte durch Knochenersatzstoffe auf-
gefullt werden. Im Bereich der Traumatologie [Ladd und Pliam, 2001], Neurochirurgie [Sa-
nan und Haines, 1997], Orthop&adie [Kaemmerlen et al., 1989] und Zahnmedizin [Nicholson,
1998] spielt deshalb der Knochenersatz eine zunehmend wichtige Rolle. So ist Knochen
derzeit das am zweithaufigsten transplantierte Gewebe. In den USA werden jahrlich 500.000
und weltweit mehr als 2,2 Millionen Transplantationen zur Rekonstruktion von Knochende-
fekten durchgefihrt [Giannoudis et al., 2005]. Die Transplantation von Knochen und Kno-
chenersatzstoffen kostete das Gesundheitssystem in den USA 1999 nahezu 300 Millionen
US-Dollar [Greenwald et al., 2001]. Entsprechend gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher

Methoden zur Knochensubstitution, die in den letzten Jahrzehnten entwickelt wurden.

Zurzeit stellt die Transplantation frisch isolierter, autologer Spongiosa aus dem Beckenkno-
chen den Goldstandard in der Knochenrekonstruktion dar. Autologe Spongiosa enthalt
Wachstumsfaktoren sowie Stammzellen und besitzt daher optimale osteogene, osteoindukti-
ve und osteokonduktive Eigenschaften [Giannoudis et al., 2005]. Osteokonduktiv bedeutet
hierbei, dass das Material Oberflacheneigenschaften besitzt, die es dem Empfangergewebe
ermdglichen, darauf anzuwachsen und neuen Knochen zu bilden. Osteoinduktiv bedeutet

dagegen, dass die Differenzierung von pluripotenten Stammzellen des umliegenden Gewe-
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bes angeregt wird, so dass diese sich z.B. zu Osteoblasten differenzieren, die dann neuen

Knochen bilden.

Allerdings birgt die Transplantation autologer Spongiosa auch Risiken fir den Patienten. In
einigen Fallen ist die Menge der isolierten Spongiosa nicht ausreichend, um grofl3ere Kno-
chendefekte komplett aufzufillen. AufRerdem wird durch die Entnahme der Spongiosa die
Zeit des operativen Eingriffs deutlich verlangert, was das Narkoserisiko und die Morbiditat
des Eingriffs erhéht [Younger und Chapman, 1989]. Zusatzlich kann die Isolierung der
Spongiosa mit zahlreichen Komplikationen an der Entnahmestelle verbunden sein [Ebraheim
et al., 2001]. So wird die Rate an schwerwiegenden Komplikationen mit 0,75% bis 25% und
die der leichteren mit 9,4% bis 24% angegeben [Banwart et al., 1995]. Zu den schwerwie-
genden Komplikationen rechnet man GeféalRverletzungen, Nervenverletzungen, Herniationen

von Darminhalt durch Entnahmeliicken, tiefe Infektionen und Beckenfrakturen. Zu den leich-
teren Komplikationen zahlen oberflachliche Infektionen, Serome und kleine Hamatome [Ar-
rington et al., 1996]. Des Weiteren leiden einige Patienten postoperativ unter chronischen

Schmerzen an der Entnahmestelle [Ross et al., 2000].

Als Alternative zur Spongiosa kdnnten Allografts von toten Spendern [Boyce et al., 1999]
oder Xenografts anderer Spezies als Knochenersatzstoffe [Gazdag et al., 1995] dienen. Hier
besteht allerdings die Gefahr einer gesteigerten Immunantwort [Strong et al., 1996] und der
Verbreitung von Infektionskrankheiten wie HIV [Simonds et al., 1992] oder Hepatitis [Seiler
und Johnson, 2000]. In Anbetracht all dieser Probleme entwickelte Charnley bereits 1960
einen kinstlichen Knochenzement, der zur Knochenrekonstruktion eingesetzt werden konn-
te. In den letzten Jahrzehnten wurden immer bessere Biomaterialien entwickelt, die als Kno-
chenersatzstoffe dienen kénnen. Zu diesen Knochenersatzstoffen zéhlen Kalziumphosphat-
Keramiken, Hydroxylapatit [Bloemers et al., 2003], bioaktives Glas [Chan et al., 2002], 3-
Tricalcium-Phosphat [Bucholz et al., 1987] und Poly-Composites [Aho et al., 2004]. Diese
Materialien zeichnen sich durch eine gute Biokompatibilitat aus und werden vom Empfanger-
gewebe resorbiert, so dass sie mit der Zeit komplett durch neuen Knochen ersetzt werden
kénnen [Thorwarth et al., 2005]. Die synthetischen Knochenersatzstoffe sind erhaltlich in
Form von Pudern, Granula und in Blécken [Ruhé et al., 2005]. Diese pharmazeutischen Dar-
reichungsformen sind allerdings ungeeignet, wenn es darum geht, eine Knochenhéhle homo-
gen aufzufullen oder einen schwer zuganglichen Knochendefekt zu decken. Aus diesem

Grund wurden in den letzten Jahren neue injizierbare Knochenersatzstoffe entwickelt [Gri-
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mandi et al., 1998]. Hierzu zahlt auch Ostim, eine vollsynthetische, nanopartikulare, phasen-

reine Hydroxylapatit-Paste.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Vaskularisierung und Biokompatibilitat von Ostim im
Vergleich zu anderen synthetischen und biologischen Knochenersatzstoffen zu analysieren.
Hierzu verwendeten wir das Modell der Rickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters.
Dieses Tiermodell bietet die Moglichkeit, die angiogene und inflammatorische Reaktion des
Empfangergewebes auf implantierte Knochenersatzstoffe im zeitlichen Verlauf qualitativ und
guantitativ mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie zu untersuchen. Mit einem Vi-
deosystem kénnen die mikroskopischen Bilder aufgezeichnet und anschlieRend mit einem
Computer-assistierten Analysesystem ausgewertet werden [Menger et al., 2002]. Auf diese
Weise konnen Zeichen einer moglichen inflammatorischen Reaktion wie eine veranderte
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und Verédnderungen der mikrovaskuldren Permeabilitat
erfasst werden. Nach dem vierzehntagigen Versuchszeitraum werden zusétzlich histologi-
sche Praparate von den Implantaten in der Rickenhautkammer angefertigt. Diese geben
zusatzliche Aufschlisse Uber die Morphologie der Implantate und des neu gebildeten Granu-

latiosgewebes, welches sich um die Implantate ausbildet.
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4., ZIEL DER STUDIE

Das Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, die injizierbare Hydroxylapatit-
Paste Ostim beziglich Vaskularisierung und Biokompatibilitat in vivo zu untersuchen. Hierzu
wurde Ostim mit verschiedenen anderen biologischen und synthetischen Knochenersatzstof-
fen verglichen, um eventuelle Vor- und Nachteile von Ostim aufzuzeigen. Dabei wurde auf

folgende Fragen naher eingegangen:

1. Welche Unterschiede bestehen beziiglich der Vaskularisierung und der Biokompati-
bilitat zwischen der Hydroxylapatit-Paste Ostim und frisch transplantierter Spongio-

sa, die zur Zeit den Goldstandard in der Knochenrekonstruktion darstellt?

2. Wie beeinflusst das Herstellungsverfahren von Ostim die Vaskularisierung und Bio-

kompatibilitat nach der Implantation in die Riickenhautkammer?

3. Welche Unterschiede bestehen zwischen Ostim und Cerabone, einer kiinstlichen
Hydroxylapatit-Keramik zum Knochenersatz, beziiglich Vaskularisierung und Bio-

kompatibilitat?

4, Welche Unterschiede bestehen zwischen Ostim und Silikon, einem als bioinert gel-

tenden Material, beziglich Vaskularisierung und Biokompatibilitat?

5. Welchen Einfluss hat die Groe und Anordnung implantierter Ostim-Fragmente auf

das Einwachsen im Empfangergewebe?
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S. MATERIAL UND METHODIK

5.1. Versuchstiere

Alle Untersuchungen der vorliegenden Studie erfolgten an Syrischen Goldhamstern. Die
Versuchstiere stammten aus eigener Zucht des Instituts fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie
(Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar). Die Tiere waren acht bis zehn Wochen alt und
hatten ein Gewicht zwischen 60 und 80 g.

Wahrend des Beobachtungszeitraums wurden die Tiere in einem klimatisierten Raum
bei 12-stindigem Tag-/Nachtrhythmus gehalten. Nur fir die Zeit der Untersuchungen wurden
die Tiere kurzzeitig in das Labor gebracht. Die Haltung der Tiere erfolgte in Einzelk&figen,
unter Bereitstellung von Standardlaborfutter (Altromin, Lage, Deutschland) und Wasser ad
libitum. Die Tierversuche waren entsprechend dem Tierschutzgesetz durch das Landratsamt
der Stadt Homburg/Saar genehmigt. Nur Versuchstiere, die keine Anzeichen von Erkran-
kungen sowie normales Fress- und Putzverhalten aufwiesen, wurden in den Versuch aufge-

nommen.

5.2. Modell

5.2.1. Mikrozirkulationsmodell Rickenhautkammer

Als tierexperimentelles Modell zur Untersuchung der implantierten Knochenersatzstoffe dien-
te die Rickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters (Abbildung 2), die erstmals von End-
rich et al. [1980] beschrieben wurde. Die Rickenhautkammer enthalt quergestreifte Skelett-
muskulatur, subkutanes Gewebe und Haut und ermdéglicht die intravitalmikroskopische Un-
tersuchung zahlreicher mikrozirkulatorischer Parameter. Durch die retrobulbére Applikation
verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe kann die gesamte Mikrozirkulation bis in die kleinsten
Abschnitte des Gefallsystems der freipraparierten Rickenhautmuskulatur beurteilt werden.
So kdnnen die terminalen Arteriolen, die nutritiven Kapillaren sowie die postkapillaren Veno-
len und Sammelvenolen dargestellt werden. Das hier verwendete Modell bietet die Moglich-
keit der repetitiven Untersuchung tber einen Zeitraum von 2-3 Wochen, so dass dynamische
Vorgénge wie die Ausbildung neuer Gefal3netzwerke schrittweise verfolgt und dokumentiert
werden konnen. Die anschlieRende Quantifizierung der erhobenen Parameter erfolgt mit

einem speziellen Computer-assistierten Analysesystem.
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Das Modell der Riuckenhautkammer wurde in der Vergangenheit bereits in zahlrei-
chen anderen Studien erfolgreich eingesetzt, um transplantierte Organgewebe wie Myokard
[Funk et al., 1986], Knochenmark [Funk et al., 1986], Milz [Foitzick et al., 1988] und Langer-
hans’sche Inseln [Menger et al., 1989a; 1991] sowie Tumorgewebe und biologische bzw.
synthetische Implantationsmaterialien [Menger et al., 1990, 1992a; Kraft et al., 2000] bezlg-
lich Angiogenese und Vaskularisierung zu untersuchen. Weitere Einsatzmdéglichkeiten dieses
Modells sind die Analyse der Gewebeperfusion unter pathologischen Bedingungen wie Ent-
zindung [Westermann et al., 1999], Ischamie [Menger et al., 1989b] und Gewebetrauma
[Yamauchi et al., 1999].

Abbildung 2: Rickenhautkammer fur Hamster. Zwei spiegelbildlich konstruierte Titanrahmen werden
durch drei Verbindungsschrauben mit Muttern zusammengehalten (Gewicht ~4,5g, MalRe 48,5 x 13 x
30mm). Der Sprengring dient zur Fixation des Deckglases, welches das Beobachtungsfenster schitzt.
(Skalierung = 0,5cm)
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5.2.2. Implantation der Riuckenhautkammer

Zur Praparation der Ruckenhautkammer wurde das Versuchstier zunachst durch intraperito-
neale Injektion von Pentobarbital (50mg/kg Kdrpergewicht; Narcoren; Merial GmbH, Hall-
bermoos, Deutschland) narkotisiert. Anschlie3end konnte das Rickenfell durch Elektrorasur
(Elektra 1l GH 204; Aeskulap, Tuttlingen, Deutschland) und nachfolgender chemischer Depi-
lation (Pilca med Creme; Asid Bonz, Bdblingen, Deutschland) entfernt werden. Nach Reini-
gung und Desinfektion der enthaarten Korperpartie mit 70%igem Alkohol wurde mit der ei-
gentlichen Praparation der Rickenhautkammer begonnen. Hierzu wurde die Rickenhautfal-
te des Versuchstieres entlang ihrer Mittellinie mit zwei Haltefaden vertikal aufgespannt. Im
Gegenlicht konnten auf diese Weise die entlang der Schulterbasis verlaufenden grof3en Ver-

sorgungsgefalRe des Hamsters dargestellt werden (Abbildung 3A), um sie so bei der weite-

Abbildung 3: Wichtige Praparationsschritte bei der Implantation der Riickenhautkammer. A) Darstel-
lung der Rickenhautgefaf3e durch Gegenlicht. B) Implantation des riickseitigen Titanrahmens. C)
Entfernung der Kutis, Subkutis, des quergestreiften Unterhautmuskels und der zwei Schichten des
Musculus rectrator. D) Nach Fixierung des vorderseitigen Titanrahmens sind im Beobachtungsfenster
die Blutgefalie des freipraparierten quergestreiften Hautmuskels zu erkennen.



MATERIAL UND METHODIK 14

ren Praparation vor Verletzungen zu schiitzen. Der riickseitige Rahmen der Kammer konnte
mit zwei 5.0 Seide-Nahten am oberen Rand der aufgespannten Hautfalte befestigt werden.
Die Verbindungsschrauben zum vorderen Teil der Kammer wurden dann durch zwei kleine
Inzisionen gefihrt, die an der Basis der Ruckenhautfalte vorsichtig prapariert wurden. Zur
vorribergehenden Fixierung des Rahmens wahrend der weiteren Préparation wurden zwei
GefalRklemmen auf die Verbindungsschrauben gesetzt (Abbildung 3B). Schliel3lich wurden
die Haltefaden entfernt und das Versuchstier in Seitenlage unter ein Stereo-Operations-
mikroskop (Wild, 38400, Heerbrugg, Schweiz) positioniert. Im Bereich des spateren Beo-
bachtungsfensters der Kammer wurde dann mikrochirurgisch die dem Fenster zugewandte
Kutis, Subkutis, der quergestreifte Hautmuskel sowie beide Schichten des Rektractor-
muskels samt subkutanem Fettgewebe entfernt (Abbildung 4). Der dadurch entstandene
kreisrunde Bereich hatte einen Durchmesser von ca. 15mm. Er tberschritt somit leicht die
GroRRe des eigentlichen Beobachtungsfensters (Durchmesser 11mm), um eine Gewebekom-
pression und damit Beeintrachtigung der Gewebeperfusion nach dem Anbringen des vorder-
seitigen Rahmens zu vermeiden. Die verbleibenden Gewebeschichten, bestehend aus dem

gegenuberliegenden gestreiften Hautmuskel, Subkutis und Kutis (Abbildung 3C), wurden mit

TITANRAHMEN BEOBACHTUNGSFENSTER

KUTIS
SUBKUTIS

SPRENGRING
SUBKUTANES FETTGEWEBE

DECKGLAS

SUBKUTANE S FETTGEWEBE

SUBKUTIS

KUTIS

Abbildung 4: Schematische Darstellung der fur die Kammerpréparation relevanten Schichten im Be-
reich der Ruckenhaut (links) und des Beobachtungsfensters (rechts). Der Sprengring fixiert das gewe-
beschitzende Deckglas innerhalb des Kammerrahmens. Zwischen Hautmuskel und Deckglas befindet
sich das Implantat. Durch Abnehmen des Deckglases hat man jederzeit freien Zugang zur Prapara-
tion.
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steriler Kochsalzlésung gespult und anschlieRend der vordere Kammerrahmen aufgesetzt.
Dieser enthielt das Beobachtungsfenster mit Deckglas und wurde mittels Stahlmuttern und
den Verbindungsschrauben in einem Abstand von ca. 0,5mm zur Kammerriickseite ange-
bracht. Das Deckglas wurde durch Adhésionskrafte auf dem freipraparierten Hautmuskel
gehalten und mit einem Sprengring im Titanrahmen fixiert (Abbildung 3D). Auf diese Weise
war es wahrend des gesamten Versuchzeitraums méglich, durch Abnehmen des Deckglases
freien Zugang zum Beobachtungsfeld der Praparation zu erhalten. Schlie3lich wurde noch
der vordere Titanrahmen der Kammer an seiner Oberseite mit Haltefaden an der Hautfalte
fixiert. Nach Ende der Praparation konnten sich die Versuchstiere fir mindestens 48 Stunden
von der Anasthesie und dem chirurgischen Trauma erholen, bevor der Versuch fortgesetzt
wurde. Die Tiere tolerierten die Rickenhautkammern gut, was sich an einem normalen

Schlafrhythmus und Fressverhalten der Tiere zeigte.

5.2.3. Isolierung von Spongiosa

In der Humanmedizin wird Spongiosa autolog transplantiert, d.h. Spender und Empfanger
sind eine Person. Da das chirurgische Trauma fir eine autologe Transplantation von Spon-
giosa in dieser Studie zu grof3 fur die Hamster gewesen wére, wurde die Spongiosa syngen
transplantiert. Bei der syngenen Transplantation gehdren Spender und Empfanger derselben
Spezies an und sind durch Inzucht genetisch weitgehend identisch.

Zur Isolierung der Spongiosa wurde das Spendertier (Alter: 8 Wochen; Gewicht: 70g)
durch intraperitoneale Injektion einer Uberdosis des Narkotikums Pentobarbital (mind.
150mg/kg Korpergewicht) euthanasiert. Nach der Injektion wurde sofort mit der Praparation
der Tibia (Abbildung 5A) begonnen, um die Ischamiezeit der Spongiosa so kurz wie méglich
zu halten. Hierzu wurden zunéchst die Sehnen und Béander der Kniegelenke der Hinterlaufe
durchtrennt und so der Unterschenkel amputiert (Abbildung 5B). Nach grober Reinigung der
Tibia vom umgebenden Gewebe (Haut, Muskeln, Faszien und Fettgewebe) wurde der Tibia-
kopf mit einer wassergekuihlten chirurgischen Knochensage (Proxxon, FBS 240/E; Niers-
bach, Deutschland) (Abbildung 5C) durch den Condylus medialis und lateralis aufgesagt
(Abbildung 5D). AnschlieRend wurden unter Verwendung eines Operationsmikroskops (Wild,
38400, Heerbrugg, Schweiz) kleine Stiicke der Spongiosa vorsichtig mit einem Skalpell her-
ausgeschalt (Abbildung 5F). Nach der Isolierung wurde die Spongiosa bis zur Transplanta-
tion in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, 10% FCS) aufbewahrt. Die Spongiosa
wurde nicht weiter gereinigt, so dass sie mit allen Bestandteilen (Osteoblasten, Osteo-

klasten, Wachstumsfaktoren und Knochentrabekeln) transplantiert wurde.
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Abbildung 5: Isolierung von Spongiosa. A) Der Unterschenkel des Versuchstieres wird freipréapariert.
B) Nach Amputation unterhalb des Kniegelenks werden Muskeln und Sehnen von der Tibia entfernt.
C) Die Tibia wird horizontal durch beide Condylen aufgeségt. D) Bei Aufsicht auf die Sageflache er-
kennt man die Kortikalis, welche die Spongiosa und die Knochenmarkhdhle umgibt. E) Schematische
Darstellung einer quergeschnittenen Tibia. F) Mit einem Skalpell kann die Spongiosa vorsichtig aus

dem Tibiakopf herausgeschéalt werden.



MATERIAL UND METHODIK 17

5.2.4. Ostim

Der Knochenersatzstoff Ostim ist eine gebrauchsfertige, injizierbare Paste, die aus vollsyn-
thetischem, nanopartikularem, phasenreinem Hydroxylapatit besteht. Ostim ist in zwei ver-
schiedenen Darreichungsformen erhdltlich, die sich beziglich ihrer Viskositat voneinander
unterscheiden. In der vorliegenden Studie wurde Ostim 35 (Abbildung 6A) verwendet, mit
einem Feststoffgehalt von 35% und einem Wassergehalt von 65%. Seine Viskositat ermog-
licht eine formschlussige Applikation in Knochendefekte mit engem Kontakt zum Knochenla-
ger. Die Resorptionsfahigkeit von Ostim im Organismus beruht auf seiner nanokristallinen
Struktur, die eine schnelle Resorption durch Makrophagen und Osteoklasten ermdéglicht [Hu-
ber et al., 2006]. Ostim wird schon nach wenigen Monaten vollstandig resorbiert, so dass
eine stabile kndcherne Durchbauung des Defektes mdglich ist. AuRerdem wirkt Ostim in ge-
ringem Malfle osteokonduktiv, d.h. es beschleunigt die Proliferationsrate knochenbildender
Zellen und stimuliert so die Knochenheilung und den schnellen Knochenaufbau auch grof3er
Knochendefekte [Huber et al., 2007].

Ostim ist inzwischen europaweit zugelassen und schon bei mehr als 1000 Patienten
klinisch erfolgreich eingesetzt worden. Indikationen zur Anwendung von Ostim sind u.a. Me-
taphysare Frakturen und Zysten, Acetabulumrekonstruktionen, Osteotomien sowie Fillung
von Cages in der Wirbelsaulenchirurgie. Weitere Anwendungsgebiete sind die Aufflllung von
Knochendefekten nach Resektion benigner Tumoren und Zysten sowie nach Enthnahme von
Spongiosa.

Klassifiziert wird Ostim als ein Medizinprodukt der Klasse lll, das in einer nasschemi-
schen Fallungsreaktion hergestellt wird. In seiner chemischen Zusammensetzung und kris-
tallinen Struktur (Abbildung 6D) entspricht Ostim im Wesentlichen der Kalziumphosphat-
komponente des natiirlichen Knochens. Das Material ist gebrauchsfertig in sterilen Kartu-
schen abgefillt (Abbildung 6B). Verantwortlicher Hersteller von Ostim ist die Osartis GmbH &
Co. KG (Obernburg, Deutschland).

Wirkstoffcharakteristik von Ostim:
e Summenformel: [Ca;o(PO,)6(0OH),] Hydroxylapatit
» Ca/P-Verhdltnis: 1,67
« Spezifische Oberflache: 106 m2/g
e KristallgroRe: 17nm
e  pH-Wert: 7,5
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Fir die Implantation in der Rickenhautkammer musste Ostim zunachst in eine ge-
eignete Form und Grol3e gebracht werden. Durch seine Viskositat konnte Ostim fur den Ver-
such einfach zwischen zwei Objekttragern zu einer Dicke von ca. 500pum gepresst, mit einem
Skalpell in kleine quadratische Stiicke (2,5 x 2,5mm) zurechtgeschnitten und anschlie3end
implantiert werden (Abbildung 6C). In zwei weiteren Gruppen wurde Ostim zu kleineren
Stiicken mit einer Gréf3e von ca. 1 x Imm zurechtgeschnitten. Von diesen Stiicken wurden
dann jeweils vier Stiicke in verschiedenen Anordnungen in die Kammern implantiert. In der
Gruppe Ostim grol3er Implantatabstand betrug der Implantatabstand ca. 1,2mm und in der
Gruppe Ostim kleiner Implantatabstand ca. 0,2mm.

5.25. OstimS

Ostim S weist vergleichbare Materialeigenschaften wie Ostim auf. Der Unterschied zwischen
den beiden Produkten besteht in ihrem Herstellungsverfahren. Die herkdmmliche Herstellung
von Ostim lauft pH-Wert gesteuert ab, wobei eine Calciumhydroxid-Emulsion entsteht. Diese
wird unter festgelegten Bedingungen mit Phosphorséure neutralisiert bis die Reaktion bei
einem bestimmten pH-Wert beendet wird. Bis zu einem pH-Wert von ca. 9,5 entsteht dabei
Hydroxylapatit mit einem Ca/P-Verhéltnis von 1,67. Uber diesen Schwellenwert hinaus ent-
steht unerwinschtes Calcium-defizitares Hydroxylapatit. Rein rechnerisch muss hierbei mit
einem geringen Saurelberschuss gearbeitet werden. Im Gegensatz dazu wird die Herstel-

Ostim 35

y—

——‘4

Bone substitute A

Including applicator

Abbildung 6: Ostim. A) Klinikpackung von Ostim 35. B) Mit der Ostim-Spritze kann die Paste direkt in
einen kndchernen Defekt appliziert werden. C) Fir die Implantation von Ostim in die Ruckenhaut-
kammer wurde die Paste zu kleinen Stiicken mit einem Durchmesser von ca. 2,5mm und einer Dicke
von 0,5mm geformt. D) Transmissionselektronenmikroskopische Darstellung der Nanokristalle von
Ostim 35.



MATERIAL UND METHODIK 19

lung von Ostim S (S = stdchiometrisch) tber die Leitfahigkeit gesteuert. Der Herstellungspro-
zess wird hier beendet, wenn die lonenkonzentration am geringsten, und somit nur noch
Wasser und Ostim im Reaktionsgefaf} vorliegen. Das so hergestellte Ostim S enthalt dann
neben Hydroxylapatit keine weiteren Fremdphasen mehr und ist daher reiner als Ostim. Die
Proben von Ostim S fur die Implantation in die Rickenhautkammer wurden wie bereits bei

Ostim (siehe 5.2.4.) beschrieben aufbereitet.

5.2.6. Cerabone

Das Knochenersatzmaterial Cerabone ist eine Hydroxylapatit-Keramik, die aus anorgani-
schen Kristallen besteht und sowohl als Formkorper wie auch als Granulat mit unterschiedli-
cher KorngréfRe zu Verfiigung steht (Abbildung 7A). Fir diese Studie wurde Cerabone in
Form von Granula mit einer Gréf3e von 0,5-1,6mm verwendet (Abbildung 7B). Cerabone be-
sitzt eine Art Spongiosastruktur mit einem interkonnektierenden Makro- und Mikro-Poren-
system (Abbildung 7C), das weitgehend mit dem des menschlichen Knochens identisch ist.
Die optimale Porenweite und der neutrale pH-Wert von Cerabone ermoglichen eine komplet-
te kndcherne Integration des Implantats nach dessen Einbau. Das Ausgangsmaterial fur die
Herstellung von Cerabone ist boviner spongitser Knochen. Eine Gefahr immunologischer
Reaktionen oder der Ubertragung von Krankheitserregern besteht jedoch nicht, da infolge
der Hochtemperaturbehandlung wahrend der Herstellung von Cerabone im fertigen Produkt

kein tierisches Resteiweild mehr vorhanden ist. Verantwortlicher Hersteller von Cerabone ist
Coripharm GmbH & Co.KG (Dieburg, Deutschland).

Abbildung 7: Die Hydroxylapatit-Keramik Cerabone. A) Darreichungsform von Cerabone Granulat F:
KorngréRe 0,5-1,6mm. B) Cerabone Granulat, drei bis vier dieser Granula wurden jeweils in eine
Ruckenhautkammer implantiert. C) Mikroskopische Aufnahme von Cerabone, man erkennt die inter-
konektierenden Poren, die unterschiedliche GréRen aufweisen. (Skalierung = 1000um)
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5.2.7. Silikon

Silikon gilt als bioinertes Implantatmaterial. Bioinert bedeutet, dass das Material keine Reak-
tion des Empfangergewebes an der Implantationsstelle hervorruft. Silikon wurde in der vor-
liegenden Studie daher in einer Kontrollgruppe implantiert. Hierzu wurde Silikon mit einer
Starke von 0,5mm in kleine Stiicke von 2,5 x 2,5 mm zugeschnitten (Abbildung 8). Verant-
wortlicher Hersteller des hier verwendeten Silatos Silicone Sheeting ist die Atos Medical AB
(Horby, Schweden).

L

' Silatos™

Silicone Sheeting

REF 7459 1pc

Silatos™ Silicone Sheeting
150 x 200 x 0.5 mm (6"x 8"x 0,02°)

[ ter | 0409036

A== C€on O,
4B

hicn isca
A 70 Box 183 S€.242 22 oty Sweden

Abbildung 8: Silikon. A) Klinikpackung von Silatos Silicone Sheeting. B) Fur die Implantation von
Silikon in die Ruckenhautkammer wurde das Material mit einer Dicke von 0,5mm in kleine quadrati-
sche Stlicke mit einer Grof3e von ca. 2,5 x 2,5mm zugeschnitten.

5.3. Implantation der Knochenersatzstoffe

Fur die Implantation der Knochenersatzstoffe wurden die Versuchstiere mit der Riickenhaut-
kammer in einer Plexiglasrohre immobilisiert und auf einer speziell konstruierten Bihne in
Seitenlage gebracht. Ein durchgehender Langsschlitz in der Plexiglasrohre erméglichte den
freien Zugriff zur Rickenhautkammer. Der Sprengring wurde entfernt und das Deckglas der
Ruckenhautkammer vorsichtig aus dem Titanrahmen gehoben. Um eventuelle Verunreini-
gungen zu entfernen, wurde das freipraparierte Gewebe nochmals mit 0,9% NaCl gespiuilt.
AnschlieRend wurden unter operationsmikroskopischer Sicht die verschiedenen Materialien

im Zentrum der Kammerpraparation platziert (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Operatiosmikroskopische Aufnahmen der Rickenhautkammer des Syrischen Gold-
hamsters direkt nach der Implantation der verschiedenen Knochenersatzstoffe. A) Ostim. B) Ostim S.

C) Cerabone. D) Spongiosa. E) Silikon. F) Leere Kammer. G) Ostim groRer Implantatabstand. H)
Ostim kleiner Implantatabstand. (Skalierung = 2,2mm)
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In den einzelnen Gruppen wurden jeweils gleich grof3e Implantate von Ostim, Ostim
S, Cerabone, Spongiosa und Silikon untersucht. In zwei Gruppen wurde Ostim zusatzlich in
verschiedenen Anordnungen (Ostim grof3er und kleiner Implantatabstand) untersucht. Als
Kontrollgruppe wurden leere Rickenhautkammern ohne Implantate eingesetzt. Nach erfolg-
ter Implantation der verschiedenen Materialien wurde die Rickenhautkammerpréapatation

wieder mit einem neuen Deckglas verschlossen.

5.4. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die Vaskularisierung und Biokompatibilitdt der implantierten Materialien wurde mit Hilfe der
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Durch diese Technik konnten die Implantate
repetitiv analysiert werden. Fir die Untersuchungen wurden die Versuchstiere mittels intra-
peritonealer Injektion von Pentobarbital anésthesiert. Zur Darstellung der Blutgefal3e inner-
halb der Ruckenhautkammer wurde den Versuchstieren der Fluoreszenzfarbstoff Fluores-
cein-Isothiocyanat (FITC)-Dextran (5%; 0,1ml, Molekulargewicht 150.000D; Fluka Biochemi-
ka, Ulm, Deutschland) injiziert, der wegen seines hohen Molekulargewichts intravasal ver-
bleibt und so das Blutplasma anfarbt (Abbildung 10A). Zur in vivo Kontrastierung der Leuko-
zyten diente der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-6G (0,1%; 0,1ml; Molekulargewicht 479D;
Sigma, St. Louis, USA) (Abbildung 10B). Beide Fluoreszenzfarbstoffe wurden vor der intra-

vitalmikroskopischen Untersuchung im Verhdaltnis 1:1 gemischt und den Versuchstieren in

den retrobulbaren Venenplexus injiziert.

Abbildung 10 : Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Sammelvenole in der Riicken-
hautkammer. A) Mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran wird das Blutplasma der Gefal3e ang-
efarbt und in Blaulicht-Epi-lllumination dargestellt. B) Der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-6G markiert
selektiv die Leukozyten (=) als helle Punkte in Grunlicht-Epi-lllumination. (Skalierung = 30um)
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Die in einer Plexiglasrohre immobilisierten Versuchstiere wurden zur intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie auf einer Plexiglasbihne in horizontaler Lage auf dem Mikrosko-
piertisch platziert. Die Untersuchungen wurden mit einem modifizierten Leitz Orthoplan Mi-
kroskop (Leitz GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit Auflicht- und Durchlicht-Einrichtung durch-
gefuhrt. Das Mikroskop war mit einer 100W Quecksilber (HBO) Lichtquelle und einem Ploe-
mo-Pak-llluminator System verbunden. Drei zwischengeschaltete Filterblocke ermoglichten
dabei eine Anregung mit Licht der Wellenlangen 330-390nm, 450-490nm und 530-560nm so-
wie eine Filterung des emittierten Lichts unterhalb 430nm, 515nm und 585nm. Die intravital-
mikroskopischen Bilder konnten mit Hilfe einer CCD (charge coupled device) Videokamera
(CF 8/1 FMC; Kappa Messtechnik GmbH, Gleichen-Rheinhausen, Deutschland) aufgenom-
men und mit einem Video Recorder System (Panasonic AG 7350; Matsushita Electric Ind.
Co., Ltd., Japan) aufgezeichnet werden. Zwischengeschaltet war ein Videotimer (VTG 33;
FOR-A Company Ltd., Japan) zur Dokumentation der Versuchstiernummer und des Unter-
suchungszeitpunkts (Abbildung 11). Fiir Ubersichtsaufnahmen wurden ein 4x Objektiv (Nu-
merische Aperatur (n.a.): 0.16; Olympus; Graz; Osterreich) und ein 6,3x Objektiv (n.a.:0.16;
Zeiss, Jena, Deutschland) mit langem Arbeitsabstand verwendet. Fur Detailaufnahmen der

neu gebildeten GefalRnetzwerke innerhalb der Implantate dienten ein 10x (n.a.: 0.30; Zeiss)

Videokamera

Videotimer ﬁ

Monitor

Mikroskop

£L> . Videorekorder

- Versuchstier '

Abbildung 11: Schematische Darstellung des intravitale fluoreszenzmikroskopischen Arbeitsplatzes
bestehend aus Mikroskop, Videokamera, Videotimer, Monitor und Videorekorder. Zur Mikroskopie
wurde der Hamster immobilisiert und die Riickenhautkammer in horizontaler Lage auf dem Mikros-
kopiertisch fixiert.
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bzw. ein 20x Objektiv (n.a.: 0.32; Zeiss) mit langem Arbeitsabstand. Mit diesen optischen
Systemen konnte eine Vergrof3erung von x86, x136, x216 bzw. x432 auf dem Videomonitor

erzielt werden.

5.4.1. Mikrozirkulatorische Parameter

Die intravitalmikroskopischen Bilder wurden off-line, d.h. nach Beendigung der Mikroskopie
mit dem computerassistierten Bildverarbeitungssystem Caplmage; (Version 6.02; Dr. Zeintl
Ingenieurbiiro, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Quantitativ beurteilt wurden Vaskulari-
sierung und Biokompatibilitdt der Implantate innerhalb der Rickenhautkammer durch die
Erfassung folgender Parameter: Im 10x Objektiv wurde der Anteil der Angiogenese-positiven
Felder bestimmt und die Kapillardichte der neuen Gefalinetzwerke gemessen. Hierfir wur-
den acht Regionen im Randbereich und vier Regionen im Zentrum der Implantate aufge-
nommen (Abbildung 12B). Die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion, die Mikroh&modynamik
und die makromolekulare GefaRpermeabilitat wurden mit dem 20x Objektiv in vier verschie-
denen mikrovaskuldren Feldern in den Randbereichen der Implantate analysiert (Abbildung
12A). Fur diese Messungen wurde in jedem der vier Bereiche jeweils eine Sammelvenole mit

einem Durchmesser von 30-40pum ausgewahlt (Abbildung 13).

5.4.1.1. FlieBverhalten der Leukozyten

Die Leukozyten wurden zur intravitalmikroskopischen Darstellung in vivo mit dem Fluores-
zenzfarbstoff Rhodamin-6G angefarbt. Klassifiziert wurden sie dann entsprechend ihrer In-
teraktion mit den Endothelzellen der Gefale in i) frei flieRende Leukozyten, ii) rollende Leu-
kozyten und iii) adharente Leukozyten. Rollende Leukozyten wurden als Zellen definiert, die
nur kurzzeitig Kontakt zum Gefal3endothel aufnehmen und dadurch eine Flie3geschwindig-
keit besitzen, die etwa einem Fulnftel der zentralen Stromgeschwindigkeit im Gefald ent-
spricht. Sie werden als Anzahl der Zellen angegeben, die pro Minute einen bestimmten
Referenzpunkt innerhalb des Gefal3es passieren (Zellen/min). Adharente Leukozyten wurden
als Zellen definiert, die fir die Beobachtungszeit von mindestens 20 Sekunden fest am
GefalRendothel anhaften. Die Anzahl der adharenten Leukozyten wird als Zellen/mm?2 Endo-

theloberflache angegeben.



MATERIAL UND METHODIK 25

Abbildung 12: Implantiertes Ostim in der Rickenhautkammer. A) In vier reprasentativen Venolen im
Randbereich des Implantats wurden die Parameter Durchmesser, Blutzellgeschwindigkeit, FlieRver-
halten der Leukozyten (rollende und adhéarente Leukozyten) und die GefaBpermeabilitit gemessen. B)
In acht Untersuchungsfeldern im Randbereich und vier Untersuchungsfeldern im Zentrum der Implan-
tate wurden die Parameter Funktionelle Kapillardichte und Angiogenese-positive Felder bestimmt.
(Intravitale Fluoreszenzmikroskopie, Kontrastverstarkung mit FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumina-
tion, Skalierung = 2,2mm)

5.4.1.2. GefaBpermeabilitat

Die makromolekulare GefaBpermeabilitat dient als ein Parameter der Integritat des Gefai-
endothels. Durch Gabe des hochmolekularen Fluoreszenzfarbstoffes FITC-Dextran kdnnen
Veranderungen der Gefal3permeabilitédt beurteilt werden. Normalerweise verbleibt dieser
Farbstoff auf Grund seines hohen Molekulargewichts von 150.000D intravasal. Bei angioge-
nen und inflammatorischen Reaktionen erhdht sich allerdings die GefaRpermeabilitat, so
dass FITC-Dextran durch die GefalBwand in das umliegende Gewebe gelangen kann. Zur
Quantifizierung dieses Prozesses wird die Densitometrie eingesetzt [Pries, 1988]. Bei der
Densitometrie werden Grauwerte des paravasalen Gewebes (E;) und des Blutplasmas (E;)
bestimmt und wie folgt zueinander in Verhaltnis gesetzt: E = E;/E,. Unter physiologischen
Bedingungen errechnet sich so fur die GefalRpermeabilitat ein relativer Wert von ca. 0,2, die-

ser kann sich unter pathologischen Bedingungen erhdhen und sogar bis tber 1 ansteigen.

5.4.1.3. Gefal3durchmesser

Zur Computer-assistierten Quantifizierung der Durchmesser einzelner Venolen wurden zwei
Randpunkte des jeweils zu messenden Gefalles durch eine senkrecht zum GefaRverlauf
liegende Durchmesserstrecke am stehenden Videobild verbunden und deren Lange in pm
bestimmt. Da durch die Verwendung des Plasma-Markers FITC-Dextran fur die Fluores-
zenzmikroskopie auch der Erythrozyten-freie Plasmasaum dargestellt werden konnte, waren

die GefalRgrenzen eindeutig bestimmbar.
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5.4.1.4. Blutzellgeschwindigkeit

Die Blutzellgeschwindigkeit wurde in jenen Gefalien gemessen, bei denen zuvor der Gefal3-
durchmesser (siehe 5.3.1.3.) bestimmt wurde. Zur Bestimmung der Blutzellgeschwindigkeit
wurde die Computer-assistierte Line-Shift-Diagramm-Methode angewendet [Klyscz et al.,
1997]. Dabei wird am Computer eine Messlinie zentral in das GefaRslumen parallel zur Fluss-
richtung des zu messenden Gefalies eingezeichnet und das Videoband fur ca. 10 Sekunden
in Echtzeit abgespielt. Der Computer zeichnet nun ein Grauwertprofil auf, woraus ein Line-
Shift-Diagramm erstellt wird, das aus abwechselnd hellen und dunklen Linien besteht. Aus
der Steigung dieser Linien kann dann die Geschwindigkeit in um/s errechnet werden, mit der

sich die Erythrozyten entlang der Messlinie bewegt haben.

Abbildung 13: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Darstellung einer Venole: Gezeigt ist, wie der
Durchmesser (d) und die FlieBgeschwindigkeit (f) gemessen wurden, woraus sich dann die Parameter
.mikrovaskularer Blutfluss“ und ,Scherrate” errechneten. (Intravitale Fluoreszenzmikroskopie, Kon-
trastverstarkung mit FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumination, Skalierung = 25um)

5.4.1.5. Mikrovaskularer Blutfluss

Fur die Berechnung des mikrovaskularen Blutflusses wird die Blutzellgeschwindigkeit mit
dem Gefalquerschnitt multipliziert. Allerdings muss dieser Wert korrigiert werden, da die
MikrogefalRe eine geringere FlielRgeschwindigkeit am Rand im Vergleich zum Zentralstrom
aufweisen [Baker und Wayland, 1974]. Der hierzu eingesetzte Korrekturfaktor wird nach den
Erstbeschreibern [Baker und Wayland, 1974] als Baker-Wayland Proportionalitatsfaktor be-
zeichnet. Er gleicht die Diskrepanz der gemessenen FlieRgeschwindigkeit im Zentralstrom
und der durchschnittlichen Gesamtgeschwindigkeit mit der folgenden Formel aus:
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Mikrovaskuléarer Blutfluss =  1tx (d/2)? x vIK

Die Variable d steht fur den Durchmesser des untersuchten Geféal3es, v ist die gemessene
Blutzellgeschwindigkeit im Zentralstrom und K ist der Baker-Wayland Proportionalitéatsfaktor.
Da die untersuchten Mikrogefaf3e in der vorliegenden Studie einen Durchmesser von ca. 30-

40um aufwiesen, wurde K als 1,6 eingesetzt.

5.4.1.6. Scherrate
Die Scherrate gibt an, wie schnell die Blutzellgeschwindigkeit an der GefaBwand im Verhalt-

nis zur Blutzellgeschwindigkeit in der Mitte des Gefal3es ist. Da in realen Flussigkeiten vor
allem am GefalRendothel Reibungskrafte vorhanden sind, ergibt sich eine unterschiedliche
FlieBgeschwindigkeit an unterschiedlichen Orten. Die Scherrate errechnet sich nach der
Newton’schen Gleichung aus der Blutzellgeschwindigkeit gemessen im Zentrum des Ge-

fakRes und dem GefalRdurchmesser:

y=8*v/d

y = Scherrate; v = Blutzellgeschwindigkeit; d = GefalRdurchmesser

5.4.1.7. Angiogenese-positive Felder

Die Angiogenese wurde bei 216x VergroRerung in acht Feldern im Randbereich und vier
Feldern im Zentrum der Implantate untersucht. Die Untersuchungsfelder wurden als Angio-
genese-positiv definiert, wenn sie Zeichen der Entwicklung neuer BlutgefaRe aufwiesen.
Hierzu zahlten Kapillarsprossen und neu gebildete Mikrogefal3e, die in das Implantat ein-

wuchsen. Bereits dilatierte Kapillaren wurden noch nicht als Angiogenese gewertet.

5.4.1.8. Funktionelle Kapillardichte
Die funktionelle Kapillardichte gibt die Lange der neugebildeten Kapillaren in Bezug zur ana-
lysierten Flache wieder (cm/cm?). Sie wurde fir jedes Implantat in acht Untersuchungsfel-

dern im Randbereich und vier Untersuchungsfeldern im Zentrum gemessen (Abbildung 12B).
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5.5. Konventionelle Histologie und Immunhistochemie

Fur lichtmikroskopische Untersuchungen wurden am Ende der jeweiligen Versuchsreihen die
Ruckenhautkammerpréaparationen mit den Implantaten in 4%iger Formaldehydlésung fixiert.
Nach 24 Stunden erfolgte die Einbettung in Paraffin und die Anfertigung von Serienschnitten
mit einer Schichtdicke von 4um. Entsprechend dem histologischen Standardprotokoll wurde
jeder sechste Serienschnitt mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Des Weiteren wurden bei einzel-
nen Schnitten eine Chlor-Acetat-Esterase (CAE)-Farbung zur dunkelroten Markierung von
Leukozyten durchgefinhrt.

Zusatzlich wurden immunhistochemische Analysen einzelner Schnitte durchgefihrt,
welche die Farbungen PCNA und Caspase-3 umfassten. Zur PCNA (proliferating cell nuclear
antigen)-Farbung werden proliferierende Zellen der Préparate durch von der Maus gewon-
nene anti-PCNA Antikérper als Primér-Antikdrper markiert (1:200, Daco Cytomation). Als
Sekundarantikdrper dienten Ziege-anti-Maus-Antikdrper (1:200, Amersham Biosiences). 3,3-
Diaminobenzidine wurde als Chromogen verwendet. Bei der Caspase-3-Farbung dienten
Kaninchen-anti-cleaved-Caspase-3-Antikorper als Priméarantikdrper und Ziege-anti-Kanin-
chen-Antikorper als Sekundarantikdrper. Nach Gegenfarbung mit Hamalaun nach Mayer
konnten die Schnitte lichtmikroskopisch (BX60, Olympus, Hamburg, Deutschland) beurteilt

werden.

5.6. Experimentelles Protokoll

5.6.1. Versuchsablauf

Fur die Untersuchungen wurden zunachst die Riuckenhautkammern bei Syrischen Gold-
hamstern prapariert. Die Tiere konnten sich dann fir 48 Stunden von dem Eingriff erholen.
AnschlieRend erfolgte die Implantation der verschiedenen Materialien, wobei darauf geachtet
wurde, eine Kontamination oder mechanische Irritation der Kammerpraparation zu vermei-
den. Das makroskopische Erscheinungsbild der Kammerpréparation und der implantierten
Materialien wurde taglich qualitativ beurteilt und dokumentiert. Die intravitale Fluoreszenz-
mikroskopie erfolgte vor Implantation der Materialien in die Rickenhautkammer (Baseline =
BL), 20 Minuten nach Implantation (Tag 0) sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Durch Auf-
zeichnung der intravitalmikroskopischen Bilder konnten folgende Parameter mit Hilfe des

Computer-assistierten Analysesystems Caplmage bestimmt werden:
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1)
2)
3)
4.
5.
6.)
7))

8.)

Zahl der rollenden und der adharenten Leukozyten (siehe 5.4.1.1.)

Gefalipermeabilitat (siehe 5.4.1.2.)

Gefal3durchmesser (siehe 5.4.1.3.)

Blutzellgeschwindigkeit (siehe 5.4.1.4.)

Mikrovaskulérer Blutfluss (siehe 5.4.1.5.)

Scherrate (siehe 5.4.1.6.)

Angiogenese-positive Felder im Randbereich und im Zentrum der Implantate (siehe
54.1.7.)

Funktionelle Kapillardichte im Randbereich und im Zentrum der Implantate (siehe
5.4.1.8.)

Am Ende der in vivo Experimente (Tag 14) wurden die Versuchtiere durch eine Uberdosis

des Narkotikums eingeschlafert und die Rickenhautkammerpraparationen histologisch und

immunhistochemisch analysiert.

5.6.2.

Experimentelle Gruppen

Insgesamt wurden 8 experimentelle Gruppen analysiert:

1)

2)

3)

4.)

5.)

6.)

7.)

Gruppe ,Ostim“: In 8 Empfangertiere wurde der Knochenersatzstoff Ostim implantiert.
Ostim ist eine vollsynthetische nanokristalline Hydroxylapatit-Paste.

Gruppe ,Ostim S*: In 8 Empfangertiere wurde der Knochenersatzstoff Ostim S implan-
tiert. Ostim S unterscheidet sich von Ostim durch das Herstellungsverfahren.

Gruppe ,Cerabone®: In 8 Empfangertiere wurde der Knochenersatzstoff Cerabone im-
plantiert. Cerabone ist eine haufig eingesetzte Hydroxylapatit-Keramik.

Gruppe ,Spongiosa“: In 8 Empfangertiere wurde frisch isolierte Spongiosa transplan-
tiert. Spongiosa gilt zur Zeit als der Goldstandard bei der Auffillung von Knochen-
defekten.

Gruppe ,Silikon”: In 4 Empféangertiere wurde Silikon implantiert. Silikon gilt als bioiner-
tes Material.

Gruppe ,Leere Kammer”: Bei 4 Versuchstieren wurde eine leere Riickenhautkammer
ohne Implantat analysiert.

Gruppe ,Ostim kleiner Implantatabstand“: In 4 Empfangertiere wurde der Knochen-
ersatzstoff Ostim implantiert. Es wurden vier kleine Stlicke in einem Abstand von ca.

0,2mm und in quadratischer Anordnung in die Rickenhautkammer implantiert.
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8.) Gruppe ,Ostim groRRer Implantatabstand”: In 4 Empféangertiere wurde der Knochen-
ersatzstoff Ostim implantiert. Es wurden vier kleine Stlicke in einem Abstand von ca.

1,2mm und in quadratischer Anordnung in die Rickenhautkammer implantiert.

5.7. Statistik

Samtliche Werte werden als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts (x + SEM) ange-
geben. Dabei rekrutieren sich die Mittelwerte der einzelnen mikrozirkulatorischen Parameter
an den jeweiligen Untersuchungstagen aus den Einzelwerten, welche in den jeweiligen Un-

tersuchungsfeldern gemessen wurden.

Bei Normalverteilung der Werte erfolgte der Vergleich zwischen den Gruppen an den einzel-
nen Untersuchungstagen mittels ,one way analysis of variance* (ANOVA) gefolgt von dem
entsprechenden post hoc Student-Newman-Keuls Test. Signifikante Unterschiede der Werte
innerhalb einer Gruppe wurden mit Hilfe des gepaarten Student’s t-Test und Korrektur des

alpha-Fehlers nach Bonferroni fir wiederholte Messungen gepruft.

Falls eine Normalverteilung der Werte ausgeschlossen werden konnte, erfolgte der Grup-
penvergleich mit der Kruskal Wallis Varianzanalyse und der paarweise Vergleich mit dem
Student-Newman-Keuls Test. Entsprechend wurden signifikante Unterschiede innerhalb
einer Gruppe durch die Friedman Rangvarianz Analyse, gefolgt vom Wilcoxon Paar Test mit
Korrektur des alpha-Fehlers fir statistische Berechnungen bei Messwiederholungen be-

stimmt.

Samtliche statistischen Tests erfolgten unter Verwendung des Software Pakets SigmaStat
(Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA). Bei der Prifung wurden Unterschiede mit

P<0,05 als signifikant angesehen.
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6. ERGEBNISSE

6.1. Mikrozirkulation der Ruckenhautkammer

Die Gefale in der Rickenhautkammer konnten durch intravendse Gabe des Plasmamarkers
FITC-Dextran (5%) an den einzelnen Untersuchungstagen kontrastreich dargestellt werden.
Durch sein hohes Molekulargewicht (MG 150.000D) weist dieser Fluoreszenzfarbstoff unter
physiologischen Bedingungen nur eine geringe Extravasation auf, so dass die einzelnen
MikrogefaRe gut vom umliegenden Gewebe abzugrenzen waren.

Das Gefalsystem des Hautmuskels in der Riickenhautkammer besteht aus termina-

len Arteriolen (Abbildung 14A), die sich in nutritive Kapillaren aufzweigen, sowie aus postka-

pillaren Venolen, die ihrerseits von Sammelvenolen drainiert werden. Die Arteriolen verzwei-

Abbildung 14: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der verschiedenen Gefa3segmente
in der Ruckenhautkammer. A) Aufzweigung einer terminalen Arteriole (Pfeil). B) Arteriolen, die das
nutritive Kapillarbett versorgen (Pfeil). C) Die Kapillaren (Pfeile) sind an ihrem streng parallelen Verlauf
zu erkennen. Sie stehen durch Querverbindungen untereinander in Kontakt. Ihr Abstand betragt 40-
60um. Im Hintergrund erkennt man eine postkapillare Venole. D) Mehrere postkapillare Venolen (Pfei-
le) minden in eine groRe Sammelvenole. (Intravitale Fluoreszenzmikroskopie, Kontrastverstarkung
mit FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumination, Skalierung: A = 100um; B, D = 70um; C = 50um)
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gen sich innerhalb Rickenhautkammer ein- bis zweimal in einem Winkel von ca. 45° Sie
sind bei der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie an ihrer glatten Wandstruktur, ihrem gera-
den Verlauf und der hohen Blutzellgeschwindigkeit gut zu identifizieren. Durch sie wird das
nutritive Gefal3bett der Kapillaren mit oxygeniertem Blut und Nahrstoffen versorgt (Abbildung
14B). Die Kapillaren haben eine typisch parallele Anordnung mit einem Abstand von ca. 40-
60um und stehen stellenweise durch Querverbindungen miteinander in Kontakt (Abbildung
14C). Durch diese Verbindungen kdnnen Umgehungskreislaufe gebildet werden, falls einige
Kapillaren z.B. durch Kompression verschlossen werden. Nach dem Gasaustausch mit den
Zellen wird das sauerstoffarme Blut Uber postkapillare Venolen (d = 20-40pum) und Sammel-
venolen (d = 40-120um) drainiert (Abbildung 14D). Die Venolen zeichnen sich im Vergleich
zu den Arteriolen durch eine unregelmafigere Wandstruktur, einen kurvigen Verlauf und eine

langsamere Blutzellgeschwindigkeit aus.

6.2. Implantation und Revaskularisierung der

Knochenersatzstoffe

Die Revaskularisierung der implantierten Knochenersatzstoffe wurde mit Hilfe der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie Uber einen Zeitraum von 14 Tagen nach Implantation analysiert. Die
Entwicklung neuer BlutgefaRRe vollzog sich dabei in charakteristischen Entwicklungsschritten.
Wahrend direkt nach der Implantation der Knochenersatzstoffe noch keine Veranderungen in
der Mikrozirkulation zu sehen waren, konnten bereits am dritten Tag nach Implantation der
verschiedenen Materialien erste Zeichen der Angiogenese nachgewiesen werden (Abbildung
15A). Es zeigten sich hierbei typische Merkmale der beginnenden Angiogenese wie Vasodi-
lation von Kapillaren und zahlreiche Gefal3sprossen, die vor allem aus den Hautmuskelkapil-
laren im Randbereich der Implantate auswuchsen (Abbildung 15B). Die Implantate waren
wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums gut von dem darunter liegenden Hautmus-
kelgewebe abzugrenzen. Von den GefaRsprossen ausgehend bildete sich unter Zunahme
der funktionellen Kapillardichte bis zum vierzehnten Untersuchungstag schlief3lich ein kapilla-
res Netzwerk aus. Dieses wurde durch viele kleine Anastomosen mit den Arteriolen und Ka-
pillaren des Empfangergewebes mit oxygeniertem Blut versorgt. Der vendse Abfluss erfolgte

durch Venolen, die sich ebenfalls vor allem aus Hautmuskelkapillaren entwickelt hatten.
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Abbildung 15: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mit typischen Merkmalen beginnen-
der Angiogenese am dritten Tag nach der Implantation von Ostim in die Rickenhautkammer. A) Mas-
siv dilatierte Kapillaren (Pfeil) im Randbereich des Implantats (Stern). B) Entwicklung erster Gefaf3-
wandsprossen (Pfeile). Die Gefal3e sind noch schlecht perfundiert. Sie wachsen in Richtung des
Implantats (Stern). (Intravitale Fluoreszenzmikroskopie, Kontrastverstarkung mit FITC-Dextran in Blau-
licht-Epi-lllumination, Skalierung = 100um)

6.3. Reaktion des Empfangergewebes

Die Reaktion des Empfangergewebes auf die implantierten Knochenersatzstoffe konnte an-
hand verschiedener Parameter analysiert und quantifiziert werden. Ausgewertet wurden Ent-
zUndungsparameter (Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und Gefal3permeabilitéat), mikro-
hamodynamische Parameter (GefalRdurchmesser, Blutzellgeschwindigkeit, mikrovaskulérer
Blutfluss und Scherrate) sowie Parameter zur Quantifizierung der Angiogenese (Angioge-

nese-positive Felder und funktionelle Kapillardichte).

6.3.1. Entzundung

Leukozyten werden entsprechend ihrer Interaktion mit dem GefalRendothel eingeteilt in frei
flieRende, rollende und adharente Zellen. Bei vielen physiologischen aber auch patholo-
gischen Vorgangen, wie z.B. einer ablaufenden Entziindungsreaktion exprimiert das
GefalRendothel vermehrt Rezeptoren, welche die Leukozyten dazu befahigen, an der Gefal3-
wand anzuhaften und in das umliegende Gewebe einzuwandern. Damit ist die Anzahl der
aktivierten Leukozyten (rollende und adhérente) in einem bestimmten GeféalRabschnitt ein
guter Indikator fur eine ablaufende Entziindungsreaktion. In der vorliegenden Studie wirde
ein signifikanter Anstieg der Zahl aktivierter Leukozyten auf eine Unvertraglichkeitsreaktion
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des Gewebes gegentber des implantierten Materials hindeuten. In dieser Studie zeigte sich
jedoch eine gute Biokompatibilitét aller implantierten Knochenersatzstoffe, was sich in einer
unveranderten Zahl rollender und adhéarenter Leukozyten in den Venolen des Empfangerge-

webes nach Implantation der Materialien widerspiegelte (Abbildung 16).

6.3.1.1. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
Rollende Leukozyten nehmen nur kurzzeitig Kontakt zum Gefal3endothel auf. Die Anzahl der
rollenden Leukozyten lag vor der Implantation der verschiedenen Materialien (Baseline) zwi-
schen 20-30 Zellen/min ohne signifikante Unterschiede in den einzelnen Gruppen. Im weite-
ren Zeitverlauf anderte sich die Zahl der rollenden Leukozyten nicht mehr (Abbildung 17).
Adhéarente Leukozyten sind Zellen, die sich definitionsgemald Uber einen Zeitraum
von 20 Sekunden nicht im Gefal? weiterbewegen, also fest am GefalRendothel anhaften. In
dieser Studie lag die Zahl der adharenten Leukozyten unter Baseline-Bedingungen zwischen
90-150 Zellen/mmz2 ohne signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abbil-
dung 18). Am Tag der Implantation (Tag 0) war in einigen Gruppen ein leichter Anstieg der
adharenten Leukozyten zu beobachten, was auf die Implantation der Materialien in die

Ruckenhautkammer zurtickgefihrt werden kann. Im weiteren Zeitverlauf war die Zahl der

adharenten Leukozyten in allen Gruppen im physiologischen Bereich.

Abbildung 16: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von zwei Venolen mit Darstellung von
Rhodamin-6G gefarbten Leukozyten. A) GefaRabschnitt mit wenigen rollenden bzw. adhérenten Leu-
kozyten (Pfeile). B) GefalRabschnitt mit vielen rollenden bzw. adharenten Leukozyten (Pfeile).
(Intravitale Fluoreszenzmikroskopie, Leukozytenfarbung mit Rhodamin-6G in Grunlicht-Epi-llumi-
nation, Skalierung = 50um)
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Abbildung 17: Zahl der rollenden Leukozyten (Zellen/min) in reprasentativen Venolen im Randbe-
reich von Ostim, Ostim S, Cerabone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der
Implantation (T0), sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als
Kontrolle. Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 18: Zahl der adharenten Leukozyten (Zellen/mm?) in reprasentativen Venolen im Randbe-
reich von Ostim, Ostim S, Cerabone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der
Implantation (T0), sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als
Kontrolle. Mittelwerte + SEM. *p<0,05 vs. Ostim S, Spongiosa, Leere Kammer; <0,05 vs. BL.
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6.3.1.2. Makromolekulare GefalRpermeabilitat

Die makromolekulare GefaRpermeabilitat konnte mit Hilfe des hochmolekularen Plasmamar-
kers FITC-Dextran bestimmt werden (Abbildung 19). Zu einer erhéhten Extravasation dieses
Fluorochroms kommt es z.B. bei einer stattfindenden Entziindungsreaktion aber auch im
Rahmen der Angiogenese, da hierbei die Gefaldintegritat gestort ist. Nach der Implantation
der Knochenersatzstoffe kam es in deren Randbereich zu einem kontinuierlichen Anstieg der
Gefal3permeabilitat innerhalb aller Gruppen. Ein signifikanter Unterschied bestand hier zwi-
schen Kontrolltieren mit leeren Kammern im Vergleich zur Spongiosa-Gruppe, die eine signi-

fikant erhdhte Leakage an Tag 14 aufwies (Abbildung 20).

Abbildung 19: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zweier reprasentativer Venolen im
Randbereich von Ostim. A) Geringe Leakage von FITC-Dextran in der Riuckenhautkammer vor Im-
plantation von Ostim. Der grof3te Teil des Kontrastmittels verbleibt intravasal. B) Vermehrte Leakage
in der Ruckenhautkammer an Tag 14 nach Implantation von Ostim. Das Kontrastmittel kann durch Ge-
faBwandliicken in das umliegende Gewebe gelangen. (Intravitale Fluoreszenzmikroskopie, Kontrast-
verstarkung mit FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumination, Skalierung = 50um)

6.3.2. Mikrohamodynamik

6.3.2.1. GefalRdurchmesser

Der durchschnittliche GefalRdurchmesser der untersuchten Venolen im Randbereich der Im-
plantate lag im Verlauf der Beobachtungen zwischen 30 und 40 pm (Abbildung 21). Wahrend
des gesamten Untersuchungszeitraums kam es zu keinen signifikanten Unterschieden zwi-

schen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 20: GefaBpermeabilitat (Ei/E,) in reprasentativen Venolen im Randbereich von Ostim,

Ostim S, Cerabone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der Implantation
(TO), sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als Kontrolle.

Mittelwerte + SEM. ®p<0,05 vs. Spongiosa; p<0,05 vs. BL.
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Abbildung 21: GefaRdurchmesser (um) in reprasentativen Venolen im Randbereich von Ostim, Ostim
S, Cerabone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der Implantation (TO), so-
wie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als Kontrolle. Mittelwerte
+ SEM. “p<0,05 vs. BL.



ERGEBNISSE 40

6.3.2.2. Blutzellgeschwindigkeit

Die durchschnittliche Blutzellgeschwindigkeit der untersuchten Venolen im Randbereich der
Implantate lag im Verlauf der Beobachtungen zwischen 200 und 450 um/s (Abbildung 22).
Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums kam es zu keinen signifikanten Unter-

schieden zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 22: Blutzellgeschwindigkeit (um/s) in reprasentativen Venolen im Randbereich von Ostim,
Ostim S, Cerabone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der Implantation
(TO), sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als Kontrolle. Mit-
telwerte + SEM.
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6.3.2.3. Scherrate
Die durchschnittliche Scherrate lag im Verlauf der Beobachtungen zwischen 50 und 110 s™
(Abbildung 23). Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums kam es zu keinen signifi-

kanten Unterschieden zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 23: Scherrate (s'l) in reprasentativen Venolen im Randbereich von Ostim, Ostim S, Cera-
bone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der Implantation (TO), sowie an
den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als Kontrolle. Mittelwerte + SEM.
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6.3.2.4. Mikrovaskularer Blutfluss
Der durchschnittliche mikrovaskulare Blutfluss lag im Verlauf der Beobachtungen zwischen
100 und 300 pl/s (Abbildung 24). Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums kam es

zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 24: Mikrovaskularer Blutfluss (pl/s) in reprasentativen Venolen im Randbereich von Ostim,
Ostim S, Cerabone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der Implantation (TO)
sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als Kontrolle. Mittel-
werte + SEM.
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6.3.3. Vaskularisierung der implantierten Knochene  rsatzstoffe

Este Anzeichen der Angiogenese konnten im Randbereich der Knochenersatzstoffe am Tag
3 nach Implantation beobachtet werden. Die beginnende Angiogenese war charakterisiert
durch die Ausbildung von Kapillarsprossen, die sich aus den ventsen Segmenten der Kapil-
laren und den postkapillaren Venolen der quergestreiften Riickenhautmuskulatur entwickel-
ten. Wahrend der folgenden Untersuchungstage wuchsen die Sprossen in die Implantate ein
(Abbildung 25). Eine angiogene Reaktion fand nur in den Rickenhautkammern statt, in wel-
che die verschiedenen Materialien implantiert wurden. In der Kontrollgruppe mit leeren
Ruckenhautkammern ohne Implantate waren keine Zeichen der Angiogenese nachweisbar.
Dies zeigt, dass die Implantation der beiden Titanrahmen der Rickenhautkammer per se

keinen angiogenen Reiz auf das freipraparierte Muskelgewebe ausldst.

Abbildung 25: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Ostim. A) Direkt nach der Im-
plantation (Tag 0) von Ostim (Stern) sind noch keine Zeichen der Angiogenese zu erkennen. B) An
Tag 6 nach der Implantation von Ostim (Stern) sind erste Anzeichen der Angiogenese in den Randzo-
nen des Implantats zu erkennen. Die noch schlecht perfundierten Kapillarsprossen wachsen in Rich-
tung des Implantats (Pfeile). C) An Tag 14 sind die Randzonen der Implantate bereits gut vaskulari-
siert, wahrend im Zentrum noch avaskuldre Bereiche vorhanden sind (Sterne). Das neugebildete
mikrovaskulare Netzwerk wird durch Gefal3e (Pfeile) drainiert, die teilweise aus den parallel verlaufen-
den Kapillaren der Rickenhautmuskulatur (Pfeilspitzen) entstanden sind. D) An Tag 14 nach der Im-
plantation ist der angiogene Prozess noch nicht abgeschlossen, was an den Kapillarsprossen (Pfeile)
zu sehen ist.(Pfeile). (Intravitale Fluoreszenzmikroskopie, Kontrastverstarkung mit FITC-Dextran in
Baulicht-Epi-llluminatination, Skalierung: A = 100um, B, D = 20um, C = 70um)
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6.3.3.1. Angiogenese-positive Felder
Der Anteil der Angiogenese-positiven Felder wurde in acht Untersuchungsfeldern im Rand-
bereich und in vier Untersuchungsfeldern im Zentrum der Implantate bestimmt. Direkt nach
der Implantation der Materialien an Tag 0 waren noch keine Zeichen der Angiogenese zu
erkennen. Der Anteil der Angiogenese-positiven Felder nahm in allen Gruppen ab Tag 3
nach Implantation kontinuierlich zu mit signifikant gesteigerten Werten an den spateren Un-
tersuchungszeitpunkten im Vergleich zur Baseline. Die Zunahme der Angiogenese-positiven
Felder war in der Spongiosa-Gruppe am starksten ausgepréagt. Der Anteil der Angiogenese-
positiven Felder betrug in dieser Gruppe sowohl am Rand als auch im Zentrum am 14. Tag
100%, wéahrend zu diesem Zeitpunkt in den anderen Gruppen noch wesentliche Areale avas-
kular waren (Abbildung 26, 27).

In den Ruckenhautkammern der Silikon-Gruppe war nur eine geringe angiogene Re-
aktion nachweisbar. Bis zum 14. Untersuchungstag lag der Anteil der Angiogenese-positiven
Felder im Zentrum bei 0% (Abbildung 27).

6.3.3.2. Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte gibt die Lange der neugebildeten perfundierten Kapillaren in
Bezug auf die Flache der Implantate wieder. In denjenigen Untersuchungsfeldern, in denen
Anzeichen der Angiogenese zu erkennen waren, wurde die funktionelle Kapillardichte der
neugebildeten BlutgefaRe gemessen. Die funktionelle Kapillardichte nahm in allen Gruppen,
auf3er in der Kotrollgruppe mit den leeren Riickenhautkammern kontinuierlich bis zum Ende
der Untersuchungen an Tag 14 zu (Abbildung 30). Zu den spateren Zeitpunkten waren daher
die Werte im Vergleich zur Baseline signifikant erhéht. Dabei wies die Spongiosa zu allen
Zeitpunkten eine hohere funktionelle Kapillardichte auf als alle anderen implantierten Mate-
rialien.

In den Rickenhautkammern mit Silikon fand nur im Randbereich der Implantate
Angiogenese statt. Entsprechend war die funktionelle Kapillardichte im Zentrum von Silikon
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums 0 cm/cmz. In den Rickenhautkammern oh-
ne Implantate bildeten sich keine neuen Blutgefal3e aus. Entsprechend war die funktionelle
Kapillardichte hier ebenfalls 0 cm/cmz2 (Abbildung 28, 29).
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Abbildung 26: Anteil der Angiogenese-positiven Felder (%) im Randbereich von Ostim, Ostim S,
Cerabone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der Implantation (T0), sowie
an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als Kontrolle. Mittelwerte +
SEM. ?p<0,05 vs. Spongiosa; 1<0,05 vs. BL.
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Abbildung 27: Anteil der Angiogenese-positiven Felder (%) im Zentrum von Ostim, Ostim S, Cera-
bone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der Implantation (TO), sowie an
den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als Kontrolle. Mittelwerte + SEM.
?p<0,05 vs.Spongiosa; <0,05 vs. BL.
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Abbildung 28: Funktionelle Kapillardichte (cm/cm?) der neugebildeten GefalRnetzwerke im Randbe-
reich von Ostim, Ostim S, Cerabone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der
Implantation (T0), sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als
Kontrolle. Mittelwerte + SEM. ®p<0,05 vs. Spongiosa; $<0,05 vs. BL.



ERGEBNISSE 48

“g 200 “g 200
g Ostim g Ostim S
;.; 150 A ;.; 150 A
ey ey
S S
© ©
@ 100 A & 100 -
= =
N N
o 901 © 50 1 a
2 3 2
S o ¢ S a
k™ 0 1 2 0 -
c c
T ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ T ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
BL TO T3 T6 T10 Ti4 BL TO T3 T6 T10 Ti4
Zeitpunkt Zeitpunkt
£ 200 £ 200
= Cerabone - Spongiosa
(&) (&)
s g ;
© ©
@ 100 A & 100 -
= =
N $ O
© 50 1 all © 50 -
o o
5 _ 5
€ 01 € 0
c c
T ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ T ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
BL TO T3 T6 T10 Ti4 BL TO T3 T6 T10 Ti4
Zeitpunkt Zeitpunkt
£ 200 — £ 200
é Silikon é Leere Kammer
(&) (&)
ey ey
S S
© ©
@ 100 A & 100 -
= =
N N
i) 50 H ) 50 A
2 2
B a a o a a
< 0 1 *—o—o0—00—0—90 < 0 1 *—o—o0—0—0—90
c c
T ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ T ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
BL TO T3 TO06 Ti10 Ti4 BL TO T3 T6 T10 Ti4
Zeitpunkt Zeitpunkt

Abbildung 29: Funktionelle Kapillardichte (cm/cm?®) der neugebildeten GefaRnetzwerke im Zentrum
von Ostim, Ostim S, Cerabone, Spongiosa und Silikon vor der Implantation (BL), direkt nach der Im-
plantation (T0O), sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Leere Kammern ohne Implantate dienten als
Kontrolle. Mittelwerte + SEM. %p<0,05 vs. Spongiosa; 1<0,05 vs. BL.
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Abbildung 30: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Darstellung der funktionellen Kapillardichte von
Ostim. A) An Tag 6 nach Implantation waren noch grof3e Bereiche im Zentrum der Implantate avasku-
lar. Nur wenige BlutgefaRe konnten das Implantat durchdringen (Pfeile), wodurch sich eine niedrige
funktionelle Kapillardichte ergab. B) An Tag 14 nach Implantation hatte sich im Zentrum der Implanta-
te ein dichtes vaskularisiertes Gefal3netzwerk mit einer hohen funktionellen Kapillardichte entwickelt.
(Intravitale Fluoreszenzmikroskopie, Kontrastverstarkung mit FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumina-
tion, Skalierung = 20um).

6.4. Einfluss der GrdRe und der Anordnung implantie  rter Ostim-

Fragmente auf die Reaktion des Empfangergewebes

Neben dem Vergleich von Ostim mit anderen synthetischen und biologischen Knochener-
satzstoffen, wurde in einem weiteren Teilabschnitt der vorliegenden Studie untersucht, wel-
chen Einfluss die Grof3e und die Anordnung implantierter Ostim-Fragmente auf die Reaktion
des Empfangergewebes hat. Normal implantiertes Ostim (siehe Abschnitt 6.3.) wurde hierzu
verglichen mit kleinen Ostim-Fragmenten, welche mit kleinem (0,2mm) oder grof3em (1,2mm)

Abstand zueinender in die Rickenhautkammer implantiert worden war.

Beim Vergleich der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion zeigten sich keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen und im Zeitverlauf. In den drei Gruppen
lag die Zahl der rollenden Leukozyten zwischen 15 und 30 Zellen/min und die Zahl der

adharenten Leukozyten zwischen 50 und 150 Zellen/mmz2 (Abbildung 31).

Die GefalRpermeabilitat stieg in den drei Gruppen nach der Implantation kontinuier-
lich an. Dieser Anstieg war im Vergleich zur Baseline Messung signifikant gesteigert. Zwi-
schen den einzelnen Gruppen (Ostim, Ostim grofRRer Implantatabstand und Ostim kleiner
Implantatabstand) zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 32).



ERGEBNISSE 50

N
o

w
o
L

Rollende Leukozyten (Zellen/min)
= N
o o

0 -
BL T0 T3 T6 T10 T14
Zeitpunkt
200

o
< B
£
c
@ 150 -
©
N
c
2
<100
o
X
>
o
-
g
c 50 1
o
Ho]
=
©
<

0 -

BL TO T3 TO6 T10 T14
Zeitpunkt

Abbildung 31: Zahl rollender Leukozyten (Zellen/min) (A) und adhéarenter Leukozyten (Zellen/mm3)
(B) in reprasentativen Venolen im Randbereich von Ostim (schwarze Balken), Ostim grof3er Implan-
tatabstand (hellgraue Balken) und Ostim kleiner Implantatabstand (dunkelgraue Balken) vor der Im-
plantation (BL) in die Ruckenhautkammer, direkt nach der Implantation (TO) sowie an den Tagen 3, 6,
10 und 14. Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 32: GefaRpermeabilitit (E;/E;) in reprasentativen Venolen im Randbereich von Ostim
(schwarze Kreise), Ostim groRer Implantatabstand (weil3e Kreise) und Ostim kleiner Implantatabstand
(graue Kreise) vor der Implantation (BL) in die Rickenhautkammer, direkt nach der Implantation (TO)
sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Mittelwerte + SEM. “p<0,05 vs. BL.

Die mikrohdmodynamischen Parameter zeigten keine relevanten Unterschiede zwi-
schen den drei Gruppen. Der Gefaldurchmesser lag in allen Gruppen zwischen 30 und 40
pm (Abbildung 33).

Die Blutzellgeschwindigkeit lag zwischen 200 und 400 pm/s. Nur bei Ostim grol3er
Implantatabstand zeigten sich vor der Implantation (Baseline) signifikant erniedrigte Werte.
Spater lagen diese allerdings wieder im physiologischen Bereich, wie bei den beiden ande-
ren Gruppen (Abbildung 33).

Die Scherrate lag in den drei Gruppen zwischen 50 und 90 s™. Da sich die Scherrate
aus den Parametern GefalRdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit errechnet, zeigten sich

auch hier keine relevanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen (Abbildung 34).
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Abbildung 33: GefalRdurchmesser (um) (A) und Blutzellgeschwindigkeit (um/s) (B) in reprasentativen
Venolen im Randbereich von Ostim (schwarze Balken), Ostim groRer Implantatabstand (hellgraue
Balken) und Ostim kleiner Implantatabstand (dunkelgraue Balken) vor der Implantation (BL) in die
Ruckenhautkammer, direkt nach der Implantation (TO) sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Mittel-
werte + SEM. ®p<0,05 vs. Ostim groRer Implantatabstand,; bp<0,05 vs. Ostim; <0,05 vs. BL.
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Der mikrovaskulare Blutfluss lag in den drei Gruppen zwischen 90 und 310 pl/s ohne rele-

vante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abbildung 34).

120

A

100 - O 0

Scherrate (s™)
[} (o]
o o

N
o
I

20 A

BL TO T3 T6 T10 T14
Zeitpunkt

400

300 ~

200 ~

100 ~

Mikrovaskularer Blutfluss (pl/s)

BL TO T3 T6 T10 T14
Zeitpunkt

Abbildung 34: Scherrate (s™) (A) und mikrovaskularer Blutfluss (pl/s) (B) in reprasentativen Venolen
im Randbereich von Ostim (schwarze Balken), Ostim grof3er Implantatabstand (hellgraue Balken) und
Ostim kleiner Implantatabstand (dunkelgraue Balken) vor der Implantation (BL) in die Ruckenhaut-
kammer, direkt nach der Implantation (TO) sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Mittelwerte + SEM.
?p<0,05 vs. Ostim; ‘p<0,05 vs. BL.
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Der Anteil der Angiogenese-positiven Felder stieg nach der Implantation in allen drei Grup-
pen sowohl im Randbereich als auch im Zentrum der Implantate kontinuierlich an. Ab dem
sechsten Tag zeigten sich signifikant erhéhte Werte im Vergleich zur Baseline. An den Ta-
gen 10 und 14 zeigten sich in der Gruppe kleiner Implantatabstand signifikant gesteigerte

Werte der Angiogenese-positiven Felder im Zentrum der Implantate im Vergleich zu Ostim
(Abbildung 35).
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Abbildung 35: Angiogenese-positive Felder (%) im Randbereich (A) und im Zentrum (B) von Ostim
(schwarze Kreise), Ostim groRer Implantatabstand (weil3e Kreise) und Ostim kleiner Implantatabstand
(graue Kreise) vor der Implantation (BL) in die Rickenhautkammer, direkt nach der Implantation (TO)
sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Mittelwerte + SEM. ®p<0,05 vs. Ostim; <0,05 vs. BL.
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Die funktionelle Kapillardichte der neugebildeten Gefal3e stieg in allen drei Gruppen konti-
nuierlich an, so dass die Werte gegen Ende der Untersuchungen signifikant gegentber der
Baseline erhdht waren. Bei den beiden Gruppen mit kleinen Ostim-Fragmenten (Ostim
grolRer / Kleiner Implantatabstand) zeigten sich an Tag 14 signifikant erhéhte Werte im Ver-
gleich zu Ostim (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Funktionelle Kapillardichte (cm/cm?) der neugebildeten GefalRnetzwerke im Rand-
bereich (A) und im Zentrum (B) von Ostim (schwarze Kreise), Ostim groRer Implantatabstand (weil3e
Kreise) und Ostim kleiner Implantatabstand (graue Kreise) vor der Implantation (BL) in die Ricken-
hautkammer, direkt nach der Implantation (TO) sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Mittelwerte +
SEM. ?p<0,05 vs. Ostim; bp<0,05 vs. Ostim und Ostim kleiner Implantatabstand; p<0,05 vs. BL.
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6.5. Histologie und Immunhistochemie

6.5.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Am 14. Tag nach der Implantation der Materialien wurden histologische Praparate der
Ruckenhautkammerpréparationen angefertigt.

In allen Rickenhautkammern, in die Materialien implantiert wurden, zeigte sich die
Bildung von vaskularisiertem Granulationsgewebe (Abbildung 37). In der Kontrollgruppe oh-
ne Implantate konnten auch bei der histologischen Analyse keine Zeichen der Angiogenese
festgestellt werden. In dieser Gruppe waren nur die praparierten Schichten der Rickenhaut-
kammer ohne neugebildetes Granulationsgewebe zu erkennen.

In den histologischen Praparaten der implantierten Materialien zeigte sich ein Unter-
schied im Wachstumsmuster der neugebildeten BlutgefdRe. In den Gruppen mit den re-
sorbierbaren Knochenersatzstoffen Ostim und Ostim S konnten die Blutgefal3e in den Re-
sorptionszonen direkt in das Biomaterial einwachsen. Im Gegensatz dazu konnten in den
Gruppen mit der Hydroxylapatit-Keramik Cerabone und Silikon keine Blutgefal3e in die Im-
plantate eindringen. Die hdchste Dichte an neugebildeten Blutgefallen und Granulations-
gewebe zeigte sich in der Spongiosa-Gruppe.

In keinem der histologischen Praparate konnte eine erhdhte Anzahl oder Infiltration
von Entziindungszellen nachgewiesen werden, was auf die gute Biokompatibilitat der im-

plantierten Materialien hindeutet.
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Abbildung 37: H&E-Histologie von Ostim (A, B), Cerabone (C), Spongiosa (D), Ostim kleiner Implan-
tatabstand (E), Ostim grof3er Implantatabstand (F), Silikon (G) und einer leeren Kammer ohne Implan-
tat (H) an Tag 14 nach der Implantation in die Riickenhautkammer. Die héhere VergréRerung (B) zeigt
die Bildung von Granulationsgewebe mit neugebildeten Blutgefalien um Ostim (B). Im Gegensatz zu
Cerabone zeigen sich bei Ostim bereits Areale, in denen das Material resorbiert wurde (B, E, F,
Stern), so dass Blutgefal3e direkt in das Biomaterial eindringen konnten. Die Spongiosa ist umgeben
von reich vaskularisiertem Granulationsgewebe mit einer htheren Zelldichte im Vergleich zu den syn-
thetischen Knochenersatzstoffen. Das implantierte Silikon wurde wahrend der histologischen Anfar-
bung herausgeltst. Zu erkennen ist noch der Umriss des Implantats (G, Stern). In der Rickenhaut-
kammer ohne Implantate (H) zeigt sich kein neu gebildetes Granulationsgewebe. (Hamatoxylin-Eosin-
Farbung, Skalierung: A, C, E =50um; B, D = 25um; F, H = 100um; G = 250um)
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6.5.2. PCNA

Der immunhistochemische Nachweis von PCNA zeigte eine hohe proliferative Aktivitat des
Granulationsgewebes in der Umgebung der Implantate (Abbildung 38). Dabei zeigten die
Zellen im Randbereich von Ostim und Cerabone eine vergleichbare proliferative Aktivitat. Die
hochste proliferative Aktivitat wiesen die Zellen im Randbereich der Spongiosa auf, wo auch

die starkste angiogene Reaktion beobachtet werden konnte. In der Gruppe mit Silikon war

die Zahl proliferierender Zellen im Vergleich zu den anderen Implantatgruppen erniedrigt.

Abbildung 38: Immunhistochemischer Nachweis von PCNA-positiven Zellen innerhalb des Granula-
tionsgewebes, das Ostim (A, Stern), Cerabone (B, Stern), Spongiosa (C, Stern) und Silikon (D, Stern),
an Tag 14 nach Implantation in die Ruckenhautkammer umgibt. Zu beachten ist, dass ein grol3er
Anteil der Zellen, die Ostim und Cerabone umgeben, PCNA-positiv sind. In der Spongiosa-Gruppe zei-
gen fast alle Zellen, die das Implantat umgeben, eine proliferative Aktivitat (rot-braun geférbte Zell-
kerne). In der Umgebung des Silikon waren nur wenige Zellen PCNA-positiv. (PCNA-Farbung,
Skalierung: A, B, C, D = 25um)
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6.5.3. Caspase-3-Farbung

In allen Untersuchungsgruppen mit implantierten Materialien wurden keine oder nur verein-
zelte Caspase-3-positive Zellen im Granulationsgewebe nachgewiesen. Dies zeigt, dass sich
die Materialien durch eine hohe Biokompatibilitdét auszeichneten und keine zytotoxischen
Effekte in ihrer Umgebung induzierten (Abbildung 39).

Abbildung 39: Immunhistochemischer Nachweis von Caspase-3-positiven Zellen im Randbereich von
Ostim (Stern) (A), Cerabone (B), Spongiosa (Stern) (C) und Silikon (D). In keinem der Praparate fan-
den sich im Randbereich der Implantate eine vermehrte Anzahl apoptotischer Zellen. (Caspase-3-
Farbung, Skalierung = 25um)
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6.5.4. CAE-Farbung

Bei der Chlor-Acetat-Esterase-Farbung werden Leukozyten dunkelrot angeférbt. Die histolo-
gische Darstellung der Leukozyten in den einzelnen Gruppen bestétigte die Ergebnisse der
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Nach Implantation der Materialien kam es zu keiner
vermehrten Einwanderung von Leukozyten in das neugebildete Granulationsgewebe. Im

Randbereich der Implantate waren nur wenige Leukozyten zu erkennen (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Histologische Schnittpraparate von Ostim (A), Cerabone (B), Spongiosa (C) und
Silikon (D). Die Leukozyten werden durch die CAE-Férbung als dunkelrote Punkte sichtbar (Pfeile).
(CAE-Farbung; Skalierung = 25um)
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6.6. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen, dass sich alle untersuchten Materialien durch eine gute Biokompati-
bilitdt auszeichnen. So zeigte die intravitale Fluoreszenzmikroskopie, dass es zu keiner Stei-
gerung der Leukozytenaktivierung nach Implantation der Knochenersatzstoffe kam. Sowonhl
die Anzahl rollender wie auch adhéarenter Leukozyten blieb wahrend des Beobachtungszeit-
raums weitgehend konstant.

Die Implantation der verschiedenen Materialien flhrte nicht zu einer Verschlechterung
der Mikrohamodynamik des Hautmuskels. Samtliche mikrohamodynamischen Parameter
(Durchmesser, mikrovaskularer Blutfluss, Blutzellgeschwindigkeit und Scherrate) zeigten
keine relevanten Anderungen nach Implantation der Knochenersatzstoffe.

Die Gefal3permeabilitat stieg in allen untersuchten Gruppen vom Beginn der Untersu-
chungen bis zum Ende an Tag 14 kontinuierlich an. Da sich keine Zeichen einer ablaufenden
Entzindungsreaktion in den einzelnen Gruppen zeigten, ist davon auszugehen, dass dieser
Anstieg durch die Bildung neuer Blutgefal3e im Granulationsgewebe bedingt war.

In allen Gruppen, in denen ein Material in die Riickenhautkammer implantiert wurde,
fand Angiogenese statt. Die starkste angiogene Reaktion rief die Spongiosa hervor mit signi-
fikant gesteigerten Werten der funktionellen Kapillardichte an den Tagen 10 und 14 nach
Implantation. Die synthetischen Knochenersatzstoffe Ostim und Cerabone induzierten eben-
falls die Bildung neuer Blutgefalie. Interessanterweise konnten diese in der Ostim-Gruppe in
Resorptioszonen einwachsen und so direkt in das Biomaterial eindringen. Im Gegensatz da-
zu wurden die Hydroxylapatit-Granula der Cerabone-Gruppe lediglich von BlutgefaRen um-

wachsen.
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7. DISKUSSION

7.1. Diskussion von Material und Methodik

7.1.1. Diskussion des Modells

Das Modell der Riickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters wurde seit seiner Erstbe-
schreibung durch Endrich et al. im Jahr 1980 fir zahlreiche Studien zur Analyse der Mikro-
zirkulation unter physiologischen und pathologischen Bedingungen verwendet. Durch die
intravitale Fluoreszenzmikroskopie kénnen in diesem Modell alle Abschnitte der Mikrozirkula-
tion, bestehend aus den terminalen Arteriolen, den nutritiven Kapillaren und den postkapilla-
ren Venolen und Sammelvenolen, dargestellt und analysiert werden. Da das freipraparierte
Gewebe durch den Titanrahmen und das Deckglas geschutzt ist, weist die Riickenhautkam-
mer auch nach mehreren Tagen in der Regel keine makroskopischen Zeichen einer Entziin-
dung, wie Rotung und Schwellung, des Gewebes auf. Dies konnte auch in der vorliegenden
Studie in der Kontrollgruppe ohne Implantate gezeigt werden. Des Weiteren weist die
Ruckenhautkammer im Zeitverlauf keine mikroskopischen Zeichen einer Entziindung, wie
Extravasation von Plasma und korpuskuldren Bestandteilen, Leukozytenaktivierung oder
Degranulation von Mastzellen auf [Menger et al. 1990]. Zusétzlich sind die in Arteriolen, Ka-
pillaren und Venolen der Riickenhautkammer erhobenen mikrohamodynamischen Parameter
vergleichbar mit Daten aus anderen Mikrozirkulationsmodellen [Burton und Johnson, 1972;
Endrich et al., 1982].

Durch die Verwendung verschiedener tierexperimenteller Modelle in Kombination mit
der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie wurde in den letzten Jahrzehnten die quantitative
Analyse der Mikrozirkulation moglich. So wurden intravitalmikroskopische Untersuchungen
der Mikrozirkulation beispielsweise am Mesenterium [Zweifach, 1973] und Omentum der
Katze [Intaglietta et al., 1970], am Kremastermuskel der Ratte [Prewitt und Johnson, 1976]
und der Backentasche des Hamsters [Duling, 1973] durchgefihrt. Die intravendse Gabe von
Fluoreszenzfarbstoffen ermdglicht die mikrohAmodynamische Untersuchung von Organen
und Organgeweben wie Herz [Vollmar et al., 1995], Hirn [Wahl et al., 1985], Lunge [Kuebler
et al., 1997], Muskel [Menger et al., 1992b] und Knochen [Winet, 1989]. Bei den hierzu ver-
wendeten Modellen handelt es sich meist um Akut-Modelle, welche den Vorteil bieten, dass
die Gewebe zur intravitalmikroskopischen Untersuchung leicht zuganglich und illuminierbar
sind. Der Nachteil dieser Akut-Modelle ist, dass sie mit einem chirurgischen Trauma einher-

gehen [Fiebig et al, 1991], was zu einer Beeinflussung mikrohamodynamischer Parameter
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wie GefalRdurchmesser und Blutfluss fihren kann [Lindbom et al., 1982; Yamauchi et al.,
1999]. Des Weiteren ist die Beobachtungszeit auf wenige Stunden begrenzt, so dass wie-
derholte Messungen tber mehrere Tage nicht moglich sind. So kénnen keine dynamischen
Vorgénge, wie z.B. das Wachstum neuer Blutgefalie, kontinuierlich beobachtet werden. Die-
se Probleme konnten mit der Entwicklung der Riickenhautkammer als chronisches Mikrozir-
kulationsmodell gelost werden. Bei diesem Modell wird durch eine Erholungsphase von ca.
48 Stunden nach der Implantation der Kammer der Einfluss des mikrochirurgischen Traumas
und der Anasthesie auf ein Minimum reduziert. AnschlieRend kdnnen repetitive Untersu-
chungen am wachen Versuchstier vorgenommen werden.

Seit den zwanziger Jahren des letzten Jahrhunderts, in denen die erste ,transparen-
te Kammer* am Kaninchenohr [Sandison, 1924; 1928] etabliert wurde, konnte das Kammer-
Modell bezuglich Implantationstechnik und Bildqualitat immer weiter verbessert werden. Die
friheren Modelle hatten den Nachteil, dass sich damit nur die Ausbildung von Granulations-
gewebe mit ausgepréagter Neovaskularisierung im Rahmen eines Wundheilungsprozesses
beobachten lief3. Heute ist es méglich, Kérpergewebe so zu préparieren, dass das physiolo-
gische Gefalisystem nicht beeintrchtigt wird. Erstmals gelang dies mit der Praparation von
subkutanem Gewebe an der Rickenhautfalte von Ratten [Yamura et al., 1971; Papenfuss et
al., 1979]. Inzwischen wurde das Modell der Rickenhautkammer fir die Ratte [Hobbs et al.,
1976], die Maus [Lehr et al., 1993] und den Hamster [Endrich et al., 1980] etabliert.

Die Praparation der Rickenhautkammer am Hamster bietet gegenuber der Maus
oder der Ratte den entscheidenden Vorteil, dass sich die zu préaparierenden Muskelschichten
leichter voneinander losen lassen, da kaum eine intermuskuldre Gefal3versorgung besteht
und somit nur wenige Gewebebriicken zwischen den einzelnen Schichten vorhanden sind.
Dadurch lasst sich das mikrochirurgische Trauma des Gewebes wahrend der Préparation
auf ein Minimum reduzieren. Dartber hinaus sind die Gewebeschichten der Hamsterprapa-
ration deutlich transluzenter, so dass die intravitalmikroskopischen Bilder von sehr guter
Qualitat sind.

Zur Untersuchung von Knochenersatzstoffen existieren bereits zahlreiche Tiermodel-
le. So implantierte man z.B. Ostim bereits in Knochendefekte beim Hausschwein [Kilian et
al., 2002a], Knochen-Allografts in die Tibia von Schafen [Lewandrowski et al., 2001], Colla-
grafts in die Wirbelsaule von Hunden [Muschler et al., 1996] und PLA/PGA Copolymere in
den Oberschenkelknochen von Kaninchen [Rimondini et al., 2005]. Nachteil all dieser Model-
le ist, dass man die Implantationsstelle zun&chst operativ freilegen muss, um an die Implan-
tate zu gelangen. Da hierfur das Versuchstier meist getdtet werden muss, kann das Implan-
tat nur zu einem Zeitpunkt analysiert werden. Alternativ kann die Bewertung der Implantate

mit indirekten Bildgebungsverfahren wie Rontgen [Sailer et al., 1999], Computertomographie
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(CT) [Knop et al., 2006] oder Magnetresonanztomographie (MRT) [Fischer et al., 2006] er-
folgen. Mit diesen Verfahren kdnnen jedoch keine mikrozirkulatorischen Parameter wie z.B.
die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion erfasst werden. Darlber hinaus sind Analysen an
groRReren Versuchstieren wie Hunden [Nishikawa et al., 2005], Ziegen [Arts et al., 2005] oder
Kaninchen [Imaizumi et al., 2006] sehr kostenintensiv und aufwendig in der Durchfiihrung,
so dass oftmals nur eine kleine Anzahl an Versuchstieren untersucht werden kann. Das
Ruckenhautkammermodell bietet dagegen die Mdglichkeit, das schitzende Deckglas kurz-
zeitig von der Kammerpraparation zu entfernen, um so auf einfache Weise verschiedene
Materialien in die Kammer zu implantieren. Danach ist jederzeit ein freier Zugang zu den Im-
plantaten méglich.

Das Modell der Rickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters eignete sich fir
die Untersuchung der Reaktion des Empfangergewebes auf implantierte Knochenersatzstof-
fe in besonderem Mal3e, da hiermit dynamische Prozesse wie Entziindung und Angiogenese
im Zeitverlauf darstellbar sind. Hierzu wurden die untersuchten Knochenersatzstoffe nicht
direkt in einen Knochendefekt implantiert, sondern auf das Muskelgewebe der Riickenhaut-
kammer gelegt, was einen dauerhaften Zugang zu den Implantaten ermdglichte. Wahrend
der letzten Jahren wurde mit Hilfe des Riickenhautkammermodells bereits erfolgreich andere
Biomaterialien wie Legierungen fur Ostheosynthesematerialien [Kraft et al., 2005; Penne-
kamp et al., 2006], Scaffolds fur das Tissue Engineering [Druecke et al., 2004] und chirur-
gische Netze [Laschke et al., 2005] untersucht.

7.1.2. Diskussion der Untersuchungstechniken

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wurde im Rahmen der vorliegenden Studie einge-
setzt, da sie insbesondere fiir die wiederholte Untersuchung dynamischer Prozesse, wie z.B.
Angiogenese, eine ideale Untersuchungstechnik darstellt [Vajkoczy et al., 2000]. Wahrend
andere Verfahren wie beispielsweise die Mikrospharen-Technik [Kingma et al., 2005], die
Partialdruckmessung des Gewebesauerstoffes [Conzen et al., 1988, 1991], die Xenon-
Clearance-Technik [Oman et al., 2004], die photoelektrische Plethysmographie [Webster
und Patterson, 1976], die Thermographie [Saumet et al., 1986], die Laser-Doppler-
Flowmetrie [Wellhoner et al., 2006] und Farbstofftechniken [Silverman et al., 1972] nur indi-
rekte Aussagen Uber die Mikrozirkulation zulassen, kénnen durch die intravitale Fluores-
zenzmikroskopie die einzelnen Segmente der Mikrozirkulation (Arteriolen, Kapillaren und

Venolen) direkt dargestellt werden [Laschke et al., 2005]. In Kombination mit der Epi-
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llluminationstechnik, die schon seit den siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts erfolgreich
angewendet wird [Ploem et al., 1974], ist eine direkte Visualisierung auch nicht transillumi-
nierbarer Organe mdglich [Ramshesh und Knisley, 2006]. Durch den Einsatz verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe kdnnen in vivo verschiedene zellulare und makromolekulare Phano-
mene analysiert werden. Hierzu z&hlen das FlieRverhalten der Leukozyten und der Throm-
bozyten [Menger et al., 1992b], Veranderungen der GefaRpermeabilitat [Pries, 1988] und
Zellschaden wie Apoptose [Westermann et al., 1999] und Nekrose [Harris et al., 1997]. Auf-
grund all dieser Vorteile wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie in den vergangenen
Jahren bereits fur zahlreiche Untersuchungen der Mikrozirkulation des Gehirns [Ben Mime et
al., 2005], des Pankreas [Obermaier et al., 2002], des Herzens [Sato et al., 2004] und Kno-
chens [Klenke et al., 2005] genutzt. Mit der Einflihrung dieser Technik und deren Kombina-
tion mit Computer-assistierten Bildverarbeitungssystemen [Intaglietta und Tompkins, 1972]
ist eine detaillierte quantitative Analyse verschiedener mikrozirkulatorischer Parameter mdg-
lich. Die mikroskopischen Bilder kdnnen auf Videobandern oder auf DVDs aufgezeichnet
werden und nach dem Versuchsende ohne weitere Belastungen fir die Versuchstiere aus-
gewertet werden. Da die intravitalmikroskopischen Aufnahmen dreidimensionale Strukturen,
wie z.B. die Gefal3netzwerke implantierter Knochenersatzstoffe, nur zweidimensional abbil-
den, muss dies bei der Datenerhebung bericksichtigt werden. Aus diesem Grund wurde in
der vorliegenden Studie wahrend der Mikroskopie durch alle Ebenen der Implantate durch-
fokussiert. So konnte ein Eindruck der dreidimensionalen Struktur der neugebildeten Gefal3-
netzwerke gewonnen werden. Zusatzlich wurde darauf geachtet, die Knochenersatzstoffe
Ostim und Ostim S so dinn wie moglich zu implantieren, um eine Verformung der Stoffe
durch die in der Kammer herrschenden Adhasionskrafte zwischen Kammergewebe und
Deckglas zu vermeiden. In den Gruppen mit den festen Materialien Cerabone und Spongio-
sa wurden ebenfalls Stiicke mit geringer Dicke und einer vergleichbaren Oberflache in die
Ruckenhautkammer implantiert. Wahrend des Implantationsprozesses der verschiedenen
Knochenersatzstoffe wurde darauf geachtet, dass durch den Druck der Implantate auf das
Empfangergewebe die Mikrozirkulation in der Kammer nicht beeintrachtigt wurde.

Bei der Untersuchung der Rickenhautkammer mittels intravitaler Fluoreszenz-
mikroskopie muss zuséatzlich beachtet werden, dass es zu phototoxischen Effekten kommen
kann. Dabei kann die Kammer entweder direkt durch Uberwarmung bei langer Einwirkdauer
des Lichts oder indirekt durch Anregung der eingesetzten Fluorochrome mit Bildung freier
Sauerstoffradikale geschadigt werden [Povlishok et al., 1983; Penning und Dubbelman,
1994]. Mdgliche Auswirkungen auf die Mikrozirkulation sind eine gesteigerte Thrombozyten-
aktivierung [Rosenblum, 1978; Herrmann, 1983], Endothelzellschaden [Reed und Miller,

1988], Vasospasmen [Saetzler et al., 1997], eine Reduktion der funktionellen Kapillardichte
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[Friesenecker et al., 1994] sowie eine gesteigerte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion [Gaw-
lowski et al., 1989]. Um phototoxische Effekte in der vorliegenden Studie so weit wie méglich
zu reduzieren, wurde die Beobachtungszeit auf ca. 15-20 Minuten pro Versuchstier und
Untersuchungszeitpunkt beschrankt und die Ubliche Dosierung der Fluoreszenzfarbstoffe
FITC-Dextran und Rhodamin-6G nicht Uberschritten. Unter diesen Bedingungen werden
phototoxische Effekte auf die Mikrozirkulation weitgehend vermieden [Steinbauer et al.,
2000].

7.2. Diskussion der Untersuchungsergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden verschiedene Materialien in die Rickenhautkammer des
Syrischen Goldhamsters implantiert, die als Knochenersatzstoffe dienen kénnen. Anschlies-
send wurde die Biokompatibilitat und Vaskularisierung dieser Materialien mit Hilfe der intravi-
talen Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

Eine gute Biokompatibilitat ist eine wichtige Voraussetzung fur den klinischen Einsatz
von Biomaterialien. So wéare es moglich, dass ein Knochenersatzstoff, der eine starke in-
flammatorische Reaktion induziert, eine adaquate Wundheilung verhindert. Dariiber hinaus
kann eine inflammatorische Reaktion die Bildung von neuem Knochen, das Einwachsen von
BlutgefafRen in das Implantat sowie das physiologische Knochenremodelling negativ beein-
flussen [Ehrler und Vaccaro, 2000]. Im schlimmsten Fall kann sogar neugebildeter Knochen
wieder osteolytisch abgebaut werden [Ignatius et al., 2001].

Die vorliegende Studie zeigte, dass sich der synthetische Knochenersatzstoff Ostim
durch eine sehr gute Biokompatibilitat auszeichnet. Wahrend des 14tagigen Untersuchungs-
zeitraums waren nach Implantation von Ostim makroskopisch in der Rickenhautkammer
keine Entziindungszeichen wie z.B. R6tung und Odembildung zu erkennen. Die mikroskopi-
sche Analyse verschiedener Entziindungsparameter ergab ebenfalls keinen Hinweis auf eine
Entzindungsreaktion, wie z.B. eine gesteigerte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in Veno-
len des Empfangergewebes. Neben Ostim wurden auch Ostim S, Cerabone, Spongiosa und
Silikon beziglich ihrer Biokompatibilitat untersucht. Auch in diesen Gruppen kam es zu kei-
ner gesteigerten Leukozyten-Aktivierung in den Blutgefal3en des Empfangergewebes. Mit
Hilfe histologischer Praparate konnte des Weiteren gezeigt werden, dass es auch zu keiner
Infiltration der Biomaterialien durch inflammatorische Zellen kam. Die gute Biokompatibilit&t
des untersuchten synthetischen Knochenersatzstoffes Ostim beruht wahrscheinlich auf der
Tatsache, dass Ostim aus Hydroxylapatit besteht, welches identisch ist mit der kristallinen

Phase des natirlichen Knochens [Posner, 1969; Imaizumi et al., 2006]. Dies gilt auch fur



DISKUSSION 67

Ostim S und die Hydroxylapatit-Keramik Cerabone, die sehr haufig in der Klinik eingesetzt
wird [Uchida et al.,1990; Matsumine et al., 2004]. In der vorliegenden Studie war die Bio-
kompatibilitat von Ostim auferdem mit der von Spongiosa vergleichbar. In beiden Gruppen
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beziglich der Leukozytenaktivierung, so dass
Ostim eine gute Alternative zum Goldstandard Spongiosa darstellen kénnte.

Die gute Biokompatibilitat der Spongiosa kann darauf zurtickgefiihrt werden, dass in
der vorliegenden Studie die Spender- und Empfangertiere aus Inzuchtstammen stammen, so
dass es nicht zu einer AbstoRungsreaktion kommen konnte [Handler und Cosman, 1974].
Zusatzlich zeichnet sich die Spongiosa durch besondere immunogene Eigenschaften aus,
die eine inflammatorische Reaktion des Empfangergewebes verhindern. So sind in der frisch
isolierten Spongiosa unter anderem Zytokine enthalten, die einen unmittelbaren immun-
suppressiven Effekt auf das Empfangergewebe der Rickenhautkammer austiben kénnen
[Robey et al., 1993].

Das implantierte Silikon wies ebenfalls eine gute Biokompatibilitat auf, was bestatigt,
dass Silikon in der Medizin h&aufig als bioinertes Material eingesetzt wird. So eignet sich Sili-
kon beispielsweise auch fir die Implantation ins Auge [ Mackiewicz et al., 2007].

Interessanterweise stieg in allen untersuchten Gruppen die makromolekulare GefaR-
permeabilitat trotz ausbleibender Entziindungsreaktion tber den Beobachtungszeitraum kon-
tinuierlich an. Aus anderen Studien ist bekannt, dass durch eine Entziindungsreaktion mit
leukozytarer Aktivierung und Gewebeinfiltration die makromolekulare GefaRpermeabilitat
ansteigen kann [Costa et al., 2007]. Diese &ndert sich allerdings nicht nur im Rahmen einer
Entzindungsreaktion des Empféangergewebes, sondern auch bei stattfindender Angiogene-
se. Hierbei spielt der Wachstumsfaktor VEGF eine wichtige Rolle, da dieser neben einer
vermehrten Proliferation von Endothelzellen auch eine Erhéhung der vaskularen Permeabili-
tat induziert [Stacker et al., 1999]. Wahrend des Prozesses der Angiogenese wird die Ba-
salmembran der Mikrogefal3e zeitweise abgebaut, so dass die Endothelzellen aber auch
andere Blutbestandteile und Molekiile wie FITC-Dextran in das umliegende Gewebe ge-
langen kénnen [Carmeliet, 2000]. Entsprechend ging die Zunahme der makromolekularen
GefalRpermeabilitdt mit einer Zunahme der funktionellen Kapillardichte einher. Die hdchsten
Werte der makromolekularen GefalRpermeabilitat wurden in der Spongiosa-Gruppe erreicht,
in der auch die starkste angiogene Reaktion des Empféangergewebes stattfand.

Die Mechanismen, die zur Entstehung neuer BlutgefaRRe flhren, sind bis heute noch
nicht vollstandig aufgeklart, sodass in der Literatur verschiedene Theorien diskutiert werden.
Eine Theorie ist, dass es bei der Angiogenese zu einer Endothelzellproliferation kommt,
wobei Zellfortsatze in das umliegende Gewebe einsprossen, aus denen sich durch

Vakuolisierung neue GeféafRlumina bilden kénnen [Ausprunck und Folkman, 1976; Tsuzuki



DISKUSSION 68

und Sasa, 1994]. Ein anderer diskutierter Mechanismus wurde in der Lunge beschrieben, wo
sich die gegeniberliegenden Wande einer Kapillare einstilpen, bis ihre Endothelzellen sich
bertihren, dann teilen und so neue Tochterkapillaren ausbilden [Burri und Tarek, 1990].
Weiterhin konnten die Migration von proliferierenden Endothelzellen [Sholley et al., 1984] so-
wie eine L&ngsteilung schon vorhandener Kapillaren [Frontczak-Baniewicz und Walski,
2002] als Angiogenese-Mechanismen beobachtet werden. Daneben wird den Perizyten, die
sich an den AuRRenwénden der Kapillaren und postkapillaren Venolen anlagern, neben ihrer
Fahigkeit zur Blutflussregulation durch Zellkontraktion auch eine wichtige regulatorische
Funktion im Rahmen der Angiogenese zugeschrieben [Lee et al., 2007; Hall, 2006; Hirschi
und D"Amore, 1997]. Die Angiogenese wird durch eine Vielzahl von Faktoren gesteuert
[Milkiewicz et al., 2006]. Zu diesen Faktoren gehéren korpereigene Stimulatoren der Angio-
genese wie Fibroblast Growth Factors (FGFs) [Zhao et al., 2007], Vaskular Endothelial
Growth Factors (VEGF A-D) [Yla-Herttuala et al., 2007], Angiopoietin [Nguyen et al., 2007]
sowie Inhibitoren wie Thrombospondin [Daniel et al., 2007], Interferon [Avnet et al., 2007]
und Endostatin [Lai et al., 2007]. Unter physiologischen Bedingungen befinden sich diese
Faktoren im Gleichgewicht, sodass keine neuen Blutgefal3e gebildet werden [Beeken und
Shing, 2000]. Aktiviert wird die Angiogenese z.B. im Rahmen der Wund- und Knochen-
heilung durch das Uberwiegen der pro-angiogenen Faktoren.

In der vorliegenden Studie wurde die Angiogenese nach Implantation der verschie-
denen Knochenersatzstoffe analysiert. Ein vaskulares Netzwerk und eine ausreichende Blut-
versorgung sind essentielle Voraussetzungen fir Knochenwachstum und Frakturheilung
[Matsumoto et al., 2006]. Der physiologische Knochenstoffwechsel wird entscheidend durch
das GefalRsystem in den Havers-Kanélen des Knochens reguliert, in dem unter physiologi-
schen Bedingungen keine Angiogenese stattfindet [Coutelier, 1976]. Bei der Knochenrege-
neration hingegen ist der Knochenstoffwechsel gesteigert [Li et al., 2006], was mit einem
vermehrten Substratverbrauch der Zellen einhergeht. Um den neugebildeten Knochen aus-
reichend mit Nahrstoffen zu versorgen, werden unter diesen Bedingungen Mediatoren aus-
geschuttet, die ein GefaRwachstum induzieren. Entsprechend ermdglicht auch die Vaskulari-
sierung implantierter Knochenersatzstoffe das Einwachsen von Knochenzellen und die
Differenzierung von pluripotenten Stammzellen des umliegenden Gewebes zu Osteoblasten
und Osteozyten [Cypher und Grossman, 1996; Moore et al., 2001]. In der autolog transplan-
tierten Spongiosa sind diese Zellen bereits enthalten, sodass diese ein hohes osteogenes
Potential besitzt [Bloemers et al., 2003].

Eine Uberschielende Bildung von vaskularisiertem Granulationsgewebe in einem

aufgeflllten Knochendefekt kdnnte allerdings auch einen negativen Effekt auf die Knochen-
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heilung haben. So wird diskutiert, dass fibréses Gewebe eine schnellere Expansionsge-
schwindigkeit aufweist als Knochen [Ogiso et al., 1994]. Sicher ist jedoch, dass bei der Kno-
chenregeneration neugebildete Blutgeféal3e eine wichtige Rolle spielen, da die Endothelzellen
die Differenzierung von Pra-Osteoblasten zu Osteoblasten durch die Expression von soge-
nannten osteotrophen Wachstumsfaktoren wie Endothelin-1 und IGF-1 stimulieren [Rubanyi
und Polokoff, 1994]. Umgekehrt férdert die Expression von VEGF durch Osteoblasten wie-
derum die Proliferation von Endothelzellen und somit die Bildung neuer Blutgefaf3e [Deckers
et al., 2000]. Knochenersatzstoffe missen daher bei ihrer Anwendung in vivo in ein gut
vaskularisiertes Knochenlager implantiert werden, um eine adaquate Inkorporation zu ge-
wabhrleisten [Kneser et al., 2006].

In der vorliegenden Studie wurde mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie in
vivo nachgewiesen, dass die Vaskularisierung der untersuchten Knochenersatzstoffe am
dritten Tag nach Implantation in die Rickenhautkammer einsetzte und bis zum Ende der
Untersuchungen an Tag 14 zur Ausbildung eines dichten GefaRnetzwerkes von neuen Kapil-
laren fuhrte. Die Revaskularisierung der Knochenersatzstoffe erfolgte dabei vom Rand der
Implantate aus, ahnlich wie z.B. bei transplantierten ovariellen Follikeln, bei denen die Ent-
stehung glomerulumartiger Kapillarnetzwerke beobachtet werden kann [Laschke et al.,
2002].

Anhand der erhobenen Daten kann darauf geschlossen werden, dass die Revasku-
larisierung der Implantate an Tag 14 noch nicht abgeschlossen war. Dies zeigte sich in allen
Gruppen an der kontinuierlichen Zunahme der funktionellen Kapillardichte. Auch gegen Ende
der Untersuchungen stagnierte das GefalRwachstum nicht, wie dies z.B. bei transplantierten
Langerhans schen Inseln der Fall ist, bei denen sich die funktionelle Kapillardichte ab dem
zehnten Tag nach Transplantation in die Riickenhautkammer nicht mehr substantiell veran-
dert [Menger et al., 1989a; Schramm et al., 2002].

Das in die Rickenhautkammer implantierte Ostim vaskularisiert sehr gut im Beo-
bachtungszeitraum von 14 Tagen. Beim Vergleich der Gruppen Ostim mit Ostim grol3er Im-
plantatabstand und Ostim kleiner Implantatabstand zeigte sich, dass die Implantate mit klei-
nerem Abstand in ihrem Zentrum schneller vaskularisieren. Entsprechend muss bei klini-
scher Anwendung von Ostim berlcksichtigt werden, dass die Vaskularisierungsgeschwin-
digkeit des verwendeten Materials entscheidend von der eingesetzten MaterialgroRe
abhangig ist.

Interessanterweise unterschied sich das stéchiometrisch hergestellte Ostim S in kei-
nem der untersuchten Parameter von Ostim. Ostim S ist somit als genauso biokompatibel

und angiogen wie Ostim anzusehen. Da das Herstellungsverfahren von Ostim S im Vergleich
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zu konventionell hergestelltem Ostim mehrere Vorteile bietet, sollte daher zukinftig Ostim S
im klinischen Einsatz bevorzugt werden.

Die frisch isolierte autologe Spongiosa rief in der Riuckenhautkammer die starkste
angiogene Reaktion hervor, was sich durch eine signifikant gesteigerte funktionelle Kapillar-
dichte der neuen Gefalinetzwerke zeigte. Diese Beobachtung beruht am ehesten auf der
Tatsache, dass in der frisch isolierten Spongiosa noch vitales Knochenmark enthalten ist.
Das Knochenmark besitzt eine hohe Regenerationsfahigkeit, da es Stammzellen und endo-
theliale Progenitorzellen sowie verschiedene Wachstumsfaktoren enthalt, welche die En-
twicklung neuer Blutgefal3e stimulieren und unterstitzen [Engstrand, 2003; Zwaginga und
Doevendans, 2003]. Ein weiterer Mechanismus der in der vorliegenden Studie zur gesteiger-
ten Angiogenese der Spongiosa beitragen konnte, ist die Freisetzung von Hypoxie-
induzierten Angiogenesefaktoren. Dies konnte gerade in den ersten Untersuchungstagen
nach Transplantation ein wichtiger Stimulus zur Initiierung der Blutgefal3bildung sein [Koos
und Olson, 1991; Neeman et al., 1997].

Der Vergleich der Hydroxylapatit-Paste Ostim mit der Hydroxylapatit-Keramik Cera-
bone zeigte, dass beide synthetischen Knochenersatzstoffe eine &hnliche angiogene Reak-
tion des Empfangergewebes hervorriefen. Ein wichtiger Vorteil von Ostim zeigte sich aller-
dings bei der histologischen Aufarbeitung der Praparate an Tag 14 nach Implantation. Im
Gegensatz zu Cerabone konnten bei Ostim Areale nachgewiesen werden, in denen das Ma-
terial bereits resorbiert wurde. In diesen Arealen konnte vaskularisiertes Granulationsgewebe
direkt in das Biomaterial einwachsen. Diese gerichtete Vaskularisierung kénnte die Regene-
ration von Knochendefekten verbessern. Dabei kdnnten die noch nicht resorbierten Teile des
Materials als Gerist und Leitschiene fir einwandernde Zellen dienen [Laschke et al., 2006].
Bei Cerabone hingegen konnten sich nur in den Poren des Materials neue Blutgefal3e bilden.
Eine Resorption von Cerabone konnte nicht beobachtet werden.

Silikon wurde als ein bioinert geltendes Material in die Rickenhautkammer implan-
tiert. Bioinert bedeutet prinzipiell, dass es zu keiner chemisch oder biologischen Wechselwir-
kung zwischen Implantat und Gewebe kommt und keine toxischen Substanzen freigesetzt
werden. Der Korper reagiert auf solche Materialien meist mit der Ausbildung einer nicht ad-
harenten (verwachsenen) Bindegewebskapselung um das Implantat. In der Rickenhaut-
kammer induzierte das Silikon eine angiogene Reaktion des Empfangergewebes, die v.a. im
Randbereich der Implantate stattfand und vergleichbar war mit der Reaktion auf die anderen
implantierten Materialien. Allerdings konnten die neuen Blutgefal3e nicht in das Implantat
eindringen, wie dies z.B. bei Ostim der Fall war. Entsprechend waren die Werte der funktio-

nellen Kapillardichte und der Angiogenese-positiven Felder hier signifikant reduziert. Da Sili-
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kon keine pordse Struktur besitzt, war in diesem Fall kein Leitschieneneffekt flr das GefaR-
wachstum zu beobachten [Mittelmeier et al., 1998].

Somit konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass Knochenersatzstoffe
eine pordse Struktur aufweisen sollten, damit neue Blutgefalie in die Materialien einwachsen
kénnen. Dabei ist die Angiogenese eine wichtige Voraussetzung fur die Osteokonduktion
und das Knochenwachstum [Daculsi und Passuti, 1990; van Blitterswijk et al., 1986].

Neben einer guten Vaskularisierung sollten synthetische Knochenersatzstoffe auch
sicherstellen, dass nach ihrer Implantation wieder neuer Knochen gebildet werden kann. Der
optimale Knochenersatzstoff sollte daher, wie dies bei Ostim der Fall ist, im Rahmen des
physiologischen Knochen-Turnovers mit der Zeit komplett resorbiert und durch vitalen Kno-
chen ersetzt werden [Rubanyi und Polokoff, 1994]. Defekte, die mit komplett resorbierbaren
Materialien geflllt wurden, erreichten nach einiger Zeit die gleiche Stabilitat wie der ur-
sprungliche natirliche Knochen [Gauthier et al., 2003]. Bei der Implantation von nicht oder
nur teilweise resorbierbaren Materialien wie der Hydroxylapatit-Keramik Cerabone zeigte
sich dagegen in anderen Studien langerfristig eine geringere mechanische Stabilitat des
neuen Knochens [Bloemers et al., 2003].

Bei jeder Gruppe wurden in vier reprasentativen Venolen im Randbereich der Implan-
tate verschiedene Parameter der Mirkozirkulation erhoben. Bei der spateren Auswertung
dieser Parameter zeigte sich, dass kaum signifikante Unterschiede beim Gefaldurchmesser,
der Blutzellgeschwindigkeit, der Scherrate und dem mikrovaskularen Blutfluss bestanden.
Dies ist fur die anschlieBende Beurteilung der Entziindungsparameter von entscheidender
Bedeutung. Es konnte somit gezeigt werden, dass die untersuchten Venolen reprasentativ
und miteinander gut vergleichbar waren.

Beim Vergleich der leeren Rickenhautkammern mit den Kammern in welchen die
verschiedenen Knochenersatzstoffe implantiert wurden, zeigten sich keine signifikanten Un-
terschiede der mikrozirkulatorischen Parameter. So konnte ein negativer Effekt der implan-
tierten Materialien auf die Durchblutung des Empfangergewebes ausgeschlossen werden.
Sollten feste Stoffe wie die Hydroxylapatit-Keramik Cerabone einen zu starken Druck auf das
Empfangergewebe austiben, kdnnte es zu einer Beeintrdchtigung der kapillaren Perfusion
und infolgedessen zu Nekrosen kommen. Eine Verschlechterung der Versorgung mit oxyge-
niertem Blut und Néhrstoffen konnte auRerdem die Angiogenese beeintrachtigen [Lu et al.,
2007]. In allen Gruppen in dieser Studie, war die Perfusion der Gefal3e wéhrend des gesam-
ten Untersuchungszeitraums konstant gut. Somit konnte gezeigt werden, dass Ostim, Ostim
S, Cerabone, Spongiosa und Silikon keinen negativen Einfluss auf die Blutversorgung des

Empfangergewebes ausuben.
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7.3. Schlussfolgerungen

In der vorliegenden experimentellen Studie konnte die nanokristalline Hydroxylapatit-Paste
Ostim unter Berucksichtigung morphologischer, hamodynamischer und zellularer Kriterien
systematisch in vivo analysiert werden. Auf diese Weise war es moglich, neue Erkenntnisse
zur Vaskularisierung und Biokompatibilitat dieses Knochenersatzstoffes wahrend der ersten
vierzehn Tage nach Implantation zu erhalten. Es konnte gezeigt werden, dass sich Ostim
durch eine gute Biokompatibilitdt auszeichnet, vergleichbar mit autolog transplantierter
Spongiosa. Zwar induzierte die Spongiosa eine starkere angiogene Reaktion im Empfanger-
gewebe, Ostim bietet jedoch den wichtigen Vorteil, dass es unbegrenzt verfigbar ist und
nicht wie Spongiosa in einer Operation gewonnen werden muss.

Im Vergleich zu der Hydroxylapatit-Keramik Cerabone zeigte Ostim eine entspre-
chende Biokompatibiliat und Vaskularisierung. Allerdings ist Ostim durch seine pasttse Kon-
sistenz und der Darreichungsform in einer gebrauchsfertigen Kartusche im klinischen
Gebrauch wesentlich besser handzuhaben. Dartiber hinaus kann Ostim komplett resorbiert
werden, so dass Knochendefekte mit der Zeit vollstandig durch neuen Knochen aufgefiillt
werden und so die urspriungliche Stabilitat des Knochens wieder erreicht werden kann.

Desweiteren wurde in dieser Studie gezeigt, dass das stdchiometrische Herstel-
lungsverfahren von Ostim keinen Einfluss auf die Gewebevertraglichkeit oder die Inkorpora-
tion des Materials in das Empfangergewebe hat. Stochiometrisch hergestelltes Ostim ist da-
her beziglich der Biokompatibilitdét und der angiogenen Reaktion als identisch gut wie das

konventionell hergestellte Ostim zu bewerten.

7.4. Klinische Perspektiven

Zur Zeit gilt die Transplantation autologer Spongiosa als Goldstandard in der Rekonstruktion
von Knochendefekten. Da jedoch die operative Enthnahme der Spongiosa viele Risiken birgt,
ist die Entwicklung synthetischer Knochenersatzstoffe Gegenstand intensiver Forschung. Die
neu entwickelten Knochenersatzstoffe sollten mdglichst osteokonduktiv, osteoinduktiv und
osteogen sein. Daneben sollten sie eine Struktur aufweisen, die das Einwachsen neuer Zel-
len ermdglicht.

In den vergangenen Jahren wurden bereits viele Wachstumsfaktoren, die beim phy-
siologischen Knochenstoffwechsel eine Rolle spielen, identifiziert und deren Funktion ent-
schlisselt [Karsenty, 2001]. Auch fur die Angiogenese konnten Stimulatoren und Inhibitoren

identifiziert und synthetisiert werden, die heute bereits zur pro- und antiangiogenen Therapie,
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z.B. in der Behandlung von Tumoren zur Verfligung stehen [Hasan et al., 2004]. In Zukunft
kénnte der Einsatz dieser Wachstumsfaktoren in Kombination mit synthetischen Knochener-
satzstoffen zu einer verbesserten Knochenrekonstruktion fihren. So wurde in ersten Studien
bereits Hydroxylapatit als Tragersubstanz mit BMP-2 beschichtet [Mukherjee et al., 2003].
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Knochenheilung im Vergleich zur Gruppe mit Im-
plantat ohne BMP-2 beschleunigt war. Auch die in der vorliegenden Studie verwendete
Hydroxylapatit-Paste Ostim kann mit Wachstumsfaktoren angereichert werden [Kilian et al.,
2002a], was zu einer beschleunigten Knochenregeneration fuhrt [Kilian et al., 2002b]. So
kénnten in Zukunft die synthetischen Knochenersatzstoffe ahnlich gute Ergebnisse wie auto-
log transplantierte Spongiosa aufweisen und diese als Goldstandard zur Fillung von Kno-

chendefekten ersetzen.
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