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Einleitung

Frakturen gehdren mit zu den haufigsten Indikationen fur eine Operation in Deutsch-
land und sind daher im klinischen Alltag von hohem Interesse (1). Insbesondere Frak-
turen kritischer Gro3e, ob nun aufgrund von Trauma, Infektion oder pathologischer
Ursache, stellen Orthopaden und Unfallchirurgen auch heute noch vor schwerwie-
gende Problemstellungen (2). Diese sogenannten Critical Size Defects (CSD), mit ei-
ner Grol3e von meist mehr als 2,5cm ohne Fragmentkontakt und keiner bis schlechter
Spontanheilungstendenz, zeigen ein weites Feld an mdglichen Komplikationen wie
etwa die Ausbildung einer Pseudoarthrose, langanhaltende Schmerzsymptomatiken,
weiterfihrende Funktionsstorungen im Bewegungsapparat und als Folge all dieser

auch psychische Belastungen (2, 3).

Die Therapie dieser Frakturen gestaltet sich bis jetzt meist in Form einer autologen
Transplantation vaskularisierten Knochens, einer Distraktionsosteogenese oder der
Anwendung der Masquelet-Technik (Induced Membrane Technique). Diese bringen
zwar teilweise gute Ergebnisse, jedoch entstehen hier die Nachteile einer zweiten
Operation, der Spendermorbiditat und des Entnahmerisikos (4, 5). Aufgrund dessen
liegt zurzeit das Augenmerk auf dem Feld des Bioengineering, welches hofft, durch
Fortschritte in der Stammzellbiologie, 3D-Druck und neuer kiinstlicher Biomaterialen
bessere Alternativen zu schaffen. Die grundlegende Idee ist es, mithilfe eines 3D-ge-
druckten Gerustes (,Scaffold“), welches beispielsweise mit mesenchymalen Stamm-
zellen und Wachstumsfaktoren befillt wird, den Bruch zu stabilisieren und Knochen-

und GefalRwachstum lokal anzuregen.

In dieser Arbeit wurde ein 3D-gedrucktes Gerust aus Polylactid in Kombination mit
Kollagen und BSP (Bone SialoProtein) auf seine Fahigkeit hin getestet, das Knochen-
wachstum im Femur der Ratte nach standardisiertem kritischem Defekt, welcher mit
einer Plattenosteosynthese stabilisiert wurde, anzuregen. Als Positivkontrolle diente
BMP-7 (Bone Morphogenetic Protein), von dem bereits bekannt ist, dass es Knochen-
wachstum fordert. Um die Knochenregeneration zu quali- und quantifizieren, wurden

die Knochenproben durch Rdntgen (in vivo), im Mikro-CT und histologisch untersucht.




Literaturdiskussion

Der menschliche Knochen

Knochengewebe ist nach dem Zahnschmelz die harteste Substanz im menschlichen
Organismus und mit ca. 210 Knochen gibt es dem Skelett seine Form. Seine Eigen-
schaften ermdglichen es ihm, mechanischen Einflissen wie Druck, Dehnung und Bie-
gung standzuhalten (6). Auch ist er ein Fett-, Calcium- und Phosphatspeicher und hat
als solcher Einfluss auf den Haushalt dieser beiden lonen. Zusatzlich beherbergt er

das rote Knochenmark mit den Stammzellen verschiedener Blutzellreihen (6).

Auf zellularer Ebene besteht Knochen aus extrazellularer Matrix (EZM), welche von
den Osteozyten, knochenspezifischen Zellen, mit hauptsachlich Hydroxylapatit mine-
ralisiert wurde. Diese EZM besteht wiederum aus einem organischen Anteil, welcher
hauptséachlich durch Kollagen Typ 1 gebildet wird, und einem anorganischen Teil, mit
dem Mineral Hydroxylappatit als Hauptbestandteil. Im Verbund erlauben sie dem Kno-
chen seine mechanische Beanspruchbarkeit (6, 7).

Im Knochengewebe finden sich als weitere Zellen die Osteoblasten, verantwortlich fr
neuen Knochenaufbau, und die Osteoklasten, die den Abbau des Knochens bewerk-
stelligen. Sie machen trotz ihrer Wichtigkeit fir die Remodellierung des Knochens nur
etwa 2% seiner Trockenmasse aus. Gemeinsam sorgen sie dafur, dass sich ein Kno-
chen innerhalb von 2 — 8 Monaten komplett erneuert und sind somit die Hauptakteure

im Rahmen des Knochenstoffwechsels (6).




Frakturenlehre

Eine Fraktur ist definiert als die vollstandige Unterbrechung des Knochens unter Bil-
dung von mindestens zwei Fragmenten, die durch einen Bruchspalt voneinander ge-
trennt sind (8). Dabei gibt es viele verschiedene Frakturformen, von Biegungs- und
Torsionsfrakturen Gber Abriss- und Abscherfrakturen bis hin zu Kompressions-, Trim-
mer-, und Luxationsbriichen. Die Ausheilung dieser Verletzungen ist dementspre-
chend unterschiedlich und von Faktoren wie etwa Alter, Einnahme bestimmter Medi-
kamente (Eigenschaften des Patienten), Vaskularisation und Kontakt der Fragmente

und deren Ruhigstellung (mechanische Stabilitat) abhangig (6, 9).

Diese Voraussetzungen fir eine erfolgreiche Knochenheilung werden unter dem so-
genannten ,Diamond Concept“ zusammengefasst, welches damit auch fiir die Thera-

pie relevant ist (10-12).
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Abbildung 1: Diamond Concept modifiziert nach Giannoudis et al. (12).
Man unterscheidet die Knochenheilung in die priméare Form, welche nur bei stabiler
Fixation durch Osteosynthese auftritt, und die sekundare Form, die dagegen unter in-
stabilen Bedingungen und in vier Phasen ablauft (Siehe a) — d) in Abbildung 2). Bei
der Mehrzahl von Verletzungen entsteht eine Verschiebung der Knochenfragmente,
sodass sie den Kontakt zueinander verlieren und somit die sekundare Knochenheilung

wesentlich haufiger vorkommt (8).
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Abbildung 2: Stadien der sekundaren Knochenheilung, a) Hamatombildung b) Bildung des
weichen Kallus und neuer Blutgefal3e ¢) Bildung des harten Kallus d) Knochenumformung zur

neuen, ausgeheilten Form (13).

Ist die Verschiebung der Fragmente jedoch zu grol3, etwa bei hochgradig offenen Frak-
turen, Infektionen, Hochenergietraumata oder grof3en Knochentumoren mit entspre-
chender Resektion, kann eine spontane Heilung des Knochens kaum mehr stattfinden:
Es ist eine operative Therapie notwendig. Bleibt auch dann eine Heilung aus, so ist

moglicherweise ein Defekt kritischer Grol3e entstanden (2).

Therapie von Frakturen

Die Therapie der Frakturen richtet sich meist nach deren Ursache und ist demnach
vielfaltig. Grundsatzlich unterscheidet man zwischen konservativer und operativer
Therapie, wobei sich beispielsweise anhand der Lokalisation, dem Frakturtyp, dem
Allgemeinzustand des Patienten und Zusatzverletzungen fir eine der beiden Optionen
entschieden wird (8). Sowohl konservative als auch operative Versorgung folgen dabei
den drei Grundsatzen Reposition, Retention und Rehabilitation.

Die Reposition, operativ oder konservativ, sollte unter Analgesie und Muskelrelaxation
erfolgen. Dabei werden die Knochenfragmente durch Zug und gegebenenfalls Seiten-
druck wieder in Kontakt gebracht. Anschlie3end folgt die Retention, die Ruhigstellung,
der jetzt reponierten Knochenanteile, mit diversen Schienen oder Verbandarten. Zu
guter Letzt erfolgt immer auch eine Rehabilitation des Patienten. Deren Art ist abh&n-
gig von Frakturform und gewahlter Therapie und beinhaltet physiotherapeutische Mo-
bilisation und Ubungen (8).




Eine besondere Situation stellen jedoch Knochendefekte dar, die trotz chirurgischer
Stabilisierung keine Ausheilung zeigen, die Critical Size Defects (CSD). Deren tatséach-
liche GrolRRe ist weiterhin nicht klar definiert und variiert sowohl intra- als auch interspe-
zifisch, je nach Lokalisation des Defekts und Schaden des umgebenden Weichteilge-
webes (2), was nicht zuletzt auch zur Schwierigkeit der Therapie solcher Frakturen

beitragt.

Abbildung 3: Rontgenbild eines Defekts kritischer Gréf3er (CSD) im Femur einer Ratte; hier
bereits mit einer Osteosynthese versorgt.

An dieser Stelle ist es wichtig einen CSD von einer ,Non-union“ eines Knochens zu
unterscheiden: Letztere stellt die Situation einer ausbleibenden Heilung aufgrund bio-
mechanischer Instabilitdt und/oder zellularer bzw. molekularer Problematiken dar, wel-
che bei einem CSD nicht gegeben sind (14-16). Ist, wie oben beschrieben, ein kriti-
scher Defekt vorhanden, so sind besondere TherapiemalRnahmen von Néten, um eine

Ausheilung erreichen zu kdnnen:

Ein Beispiel ist die autologe Knochentransplantation, welche auch heute noch den
Goldstandard in der Therapie darstellt (2). Hier wird dem Patienten ein Transplantat
spongitsen Knochens, zumeist aus der Crista iliaca, entnommen und in den Defekt
eingebracht (6). Die hierbei platzierten Osteozyten und -blasten, zusatzlich zu den
Wachstumsfaktoren, dienen der Unterstltzung der friithen Knochenbildung (17). Diese
Therapieform erfordert eine gute Durchblutungssituation und mechanische Stabilisie-

rung an der Defektstelle, weshalb eine zusatzliche Osteosynthese angebracht wird.




Die osteoinduktiven und osteokonduktiven Eigenschaften gekoppelt mit dem Auffil-
lungseffekt erlaubten zwar bisher die Therapie kritischer Defekte, allerdings besteht
wie bereits oben erwahnt ein gewisses Entnahmerisiko, mit Méglichkeit einer chroni-
schen Schmerzsymptomatik oder Infektion (beide jeweils mit etwa 10% Wahrschein-
lichkeit) (6, 18). Problematisch wird die Anwendung auch bei Kindern und &lteren Pa-
tienten aufgrund des geringen Angebots autologen Knochenmaterials (19). Diese
Technik eignet sich auBerdem nur fur Briiche mit einer maximalen Grof3e von 4-5cm
(20). Obwohl diese Therapieoption derzeit den Goldstandard fur die Therapie von
CSDs darstellt, bestehen auch oft, aufgrund der genannten Problematiken, Limitatio-

nen in deren Anwendung.

Eine weitere Therapieoption stellt die Masquelet — Technik dar, auch Technik der in-
duzierten Membran genannt. Diese bietet sich insbesondere bei Defekten grol3er
5cms3, aber auch bei infizierten Knochenverletzungen an (6, 21, 22). Hierbei handelt es
sich um eine zweizeitige OP, es werden also zwei Eingriffe bendtigt. Beim ersten wird
ein PMMA (Polymethylmethacrylat) -Zementspacer, ein Platzhalter, der mit Antiobio-
tika angereichert werden kann und die Form der spater gewiinschten Knochenstruktur
hat, in den Defekt eingebracht. Dieser ermdglicht durch eine Fremdkorperreaktion die
Bildung einer synovialen Membran um den Frakturbereich, welche Wachstumsfakto-
ren und Vorlauferzellen enthalt und zusatzlich die Durchblutungssituation verbessert
(21, 22). Die Defektstelle wird anschlie3end durch meist externe Verfahren stabilisiert,

um die korrekte Ausbildung der Membran zu gewébhrleisten (23).
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Abbildung 4: Schema der Masquelet-Technik (Modifiziert nach ,Femur® von Laboratoires
Servier / CC BY Lizenz) (26)

Beim zweiten Eingriff nach etwa 6 bis 8 Wochen wird diese Membran er6ffnet, der
Zement entfernt und mit autologen spongidsem Knochenmaterial aufgefullt. Zusatzlich
zum Knochentransplantat werden noch Tricalciumphosphat und Wachstumsfaktoren
(BMP 2 oder BMP 7) inseriert, um eine bestmégliche Knochenregeneration zu ermog-
lichen (24, 25). Eine Vollbelastung ist mit dieser Methode nach ca. 6 Monaten maoglich,
wobei die Patienten regelmafige Kontrolluntersuchungen wahrnehmen sollten, um
eine haufige progressive Deformitat des therapierten Knochensegments friihestmaog-
lich zu erkennen (23).
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Im Rahmen der Therapie eines CSD ist auch die Distraktionsosteogenese (nach ihrem
Erfinder auch llizarov-Technik genannt) zu erwdhnen. Diese Methode wird in 3 Phasen
gegliedert: An erster Stelle steht die Latenzperiode, in der zunachst ein kunstlicher
Frakturspalt abseits (meist metaphysar gelegen) des eigentlichen Defekts gesetzt
wird, sodass ein freies Knochenfragment entsteht. Die beiden Frakturpartner der
neuen Frakturstelle werden anschlieRend minimal voneinander getrennt und Uber ei-
nen externen Ringfixateur (Distraktor) stabilisiert. Nach der Operation erfolgt dann eine
Latenzzeit von etwa 1 Woche bis zur Bildung von Kallus im kinstlichen Defekt. Nun
beginnt die Distraktionsphase: Der eingebrachte Distraktor erlaubt Gber durch den
Knochen gespannte Dréhte die Aufdehnung des Frakturspalts von auf3en um ca. 1mm
pro Tag (5). Eine Geschwindigkeit, die eine verfrihte Verfestigung des Kallus verhin-
dert, gleichzeitig aber nicht die Wachstumsfahigkeit der umgebenden Weichteile tber-
schreitet. Diese Phase dauert bis zur Kompression der beiden Fragmente der ur-
sprunglichen Fraktur an. Als letztes schlief3t sich die Konsolidierungsphase an, welche

bis zur Ausheilung des CSD andauert (5). Fur diese Zeit wird der verwendete Fixateur
im Patienten belassen.

V- & O\ £ 7 ‘\ & '\‘
9o 9 9 9 9
/ : / ( / |‘ ; / l / /S
‘ Y Ausweitung der | W
| {  Kinstlich | == Frakturnach | s | - |
H |
| gesetzte “ | Kallusblldlgg’“ | T ‘
‘ Fraktur —* q '
1 - | = |

el | }
| \ \ ‘
| T }
Critical Size ‘

e || || || — | — |

‘ : ‘ Externer | ‘

Fixateur I | | ‘
- [ e [ = | L |

Abbildung 5: Schema der Distraktionsosteogenese. Die Ausweitung der kinstlichen Fraktur
erfolgt millimeterweise bis der CSD geschlossen ist. (Modifiziert nach ,Femur® von Labo-
ratoires Servier / CC BY Lizenz) (26)
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Die Distraktionsosteogenese konnte gute Ergebnisse in der Therapie von CSD’s in
langen Rohrenknochen erzielen (27) und findet daher ebenfalls Anwendung, insbe-
sondere in der Rekonstruktionschirurgie (28). Jedoch zeigt sie auch Nachteile. Hierbei
ist die lange Therapiedauer zu nennen, die, abh&angig von der L&nge zu uberbrtcken-
den Fraktur, Monate bis Jahre dauern kann (5). Nicht zuletzt deshalb kommt es haufig
zu Infektionen der Insertionsstellen des Fixateurs. Auch ist diese Therapieform nur
ausgewahlten Patienten vorbehalten, da die tagliche Distraktion an diese delegiert wird

und somit eine enorme Compliance verlangt (5).

Weitere Therapieoptionen fiir CSD stellen die endoprothetische Versorgung, Amputa-
tion und, im Falle von betroffenen Gelenken, die Arthrodese dar. Diese werden im
Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht ndher beleuchtet.
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Tissue engineering

Aus den oben beschriebenen Sachverhalten ergibt sich das hohe Interesse an kinst-
lich synthetisierten Knochenersatzmaterial. Eine vielversprechende Mdglichkeit bietet
in diesem Zusammenhang das Tissue Engineering (engl. fur ,Gewebekonstruktion® /
Gewebezlchtung), welche im Grundsatz versucht funktionelle Substituenten zu fin-
den, um geschadigtes Gewebe zu unterstiitzen oder zu ersetzen (29, 30). Zu diesem
Zweck kommen Stammzellen, Bioreaktoren, Matrizen mit kontrollierter Wirkstofffrei-
setzung (synthetische und nattirliche), Scaffolds (Geriste) und l6sliche Molekule, wie
zum Beispiel Proteine und Nukleinsauren, zum Einsatz (30). Das Tissue Engineering
ist ein grofRes Gebiet in der regenerativen Medizin; hier soll es daher auf den Bereich
des Bone Tissue Engineering eingeschréankt werden.

Dieses fokussiert die genannten Techniken auf den Problembereich des kndchernen
Systems und so ergibt sich, auch angelehnt an das bereits kurz erwéhnte Diamond
Concept, fur das Bone Tissue Engineering spezifisch mdgliche Strategien, um Defekte
kritischer Gré3e zu therapieren (10). So kdnnen etwa speziell fur einen Defekt vor der
Operation gefertigte Platzhalter-Gerlste die benoétigte mechanische Stabilitat ermdgli-
chen (31). In diese Geriste eingebrachte und kontinuierlich freigesetzte Wachstums-
faktoren dienen der Verbesserung der Vaskularisierung (etwa durch VEGF ,Vascular
endothelial growth factor®) und der Anregung der osteogenen Zellen zur Knochenbil-
dung (12, 32). In dieser Arbeit wurde beispielsweise ein Mitglied der BMP (bone mor-
phogenetic protein) Familie verwendet. Auch in der Natur benétigt die Knochenheilung
eine Art Scaffold: Diese Funktion tbernimmt dort das initiale Hamatom und spater der
Knorpelkallus (5).

Insbesondere ist auch das Einbringen von mesenchymalen Stammzellen (MSC = Mul-
tipotent Stem Cells) ein erfolgversprechender Ansatz in diesem Gebiet. Allerdings be-
notigen diese Zellen ebenfalls die Implantation eines Gerusts, um ihnen physikalischen
Schutz und eine Art Leitstruktur fir die gewinschte Form zu geben (33, 34). Diese
Geruste lassen sich aufgrund ihrer materiellen Beschaffenheit meist den Klassen Me-
tall, Polymer und/oder Biokeramik einteilen, wobei sie auch aus mehreren Stoffen zu-
sammengesetzt und damit auch mehreren dieser Gruppen gleichzeitig angehdren kon-
nen. Auch von Bedeutung ist die Unterscheidung zwischen nattrlichen und kiinstlichen
Materialien und damit die Beachtung ihrer Biodegradierbarkeit, also ihrer Fahigkeit im

Korper resorbiert zu werden (35). Bei der Herstellung eines scaffolds muss auf die
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Balance zwischen Porositat und Stabilitdt des Materials geachtet werden, da grol3e
Poren zwar die Freisetzung von eventuell eingebrachten Substanzen erleichtert,
gleichzeitig aber die mechanische Stabilitat darunter leidet und umgekehrt (36, 37).
Die Herstellung dieser Geruste erfolgt zumeist tber 3D-Drucker, um sie in ihrer Form

dem gewunschten Zweck anzupassen.

3D-Druck

Der 3D-Druck, auch additive Fertigung genannt, ist eine computergesteuerte Techno-
logie zur schichtweisen Herstellung von dreidimensionalen Werksticken (38), wobei
dieser Begriff von Gegenstanden bis hin zu ganzen Organen reicht (39). Die Vorteile
dieser Form der Manufaktur der Geruste liegen dabei in der méglichen hohen patien-
tenspezifischen Flexibilitat und Prazision, sodass sie den Defekten exakt angepasst
werden kénnen (35, 40). Fir das Bone Tissue Engineering ist neben dem Einsatz von
metallbasierten Fertigungen auch die polymerbasierte Variante von besonderer Be-
deutung. Zum Einsatz kommen dabei eine Bandbreite an verschiedenen Biomateria-
lien, wie etwa Kollagen, Fibrin oder Elastin als Beispiele flr natirliche Stoffe und Po-
lyglykolsaure- (PGA), Polydioxanon- und Polylactatpolymere als Vertreter der synthe-

tischen Stoffe (41), wobei letzteres in dieser Arbeit Anwendung fand.

Polylactid ist ein aus Zucker zu Milchsaure fermentiertes Polymer, welches sich im
Bereich des Tissue Engineering aufgrund seiner Uberzeugenden mechanischen Ei-
genschaften und seiner leichten Verarbeitung im 3D Druck etabliert hat (42). Zudem
eignet es sich als Trager fur Wachstumsfaktoren (43). PLA ist eines der wenigen kiinst-
lichen Polymere, welches schon lange von der Food and Drug Administration der
U.S.A. fur den klinischen Einsatz zugelassen wurde (44). Nachteile von PLA sind die
hydrophoben Eigenschaften, welche eine niedrige Zelladh&asion bedingen und die
durch seine Abbauprodukte (Laktat) bedingte Inflammation in vivo (45)(46). Allerdings
hat sich bis heute insgesamt weder PLA noch ein anderes einzelnes Material als opti-
male Gerustgrundlage abheben kdnnen (47). Die in dieser Arbeit verwendeten PLA
Kéafige wurden durch die ,Fused Deposition Modelling“ (FDM) Technik hergestellt, das
heif3t sie wurden Schicht fur Schicht aus bei ca. 200° geschmolzenem PLA gefertigt.

15



Wachstumsfaktoren

Als Wachstumsfaktoren bezeichnet man in der Medizin alle natirlichen Stoffe, die in
der Lage sind, Zellproliferation, Zellreifung, Wundheilung, Zelldifferenzierung und -
migration zu unterstiitzen (48, 49). In den verschiedenen Geweben des Kdrpers finden
sich dementsprechend unterschiedliche Wachstumsfaktoren, weshalb diese in Fami-
lien eingeteilt werden. Dabei sind sie nicht notwendigerweise spezifisch fur ein Ge-
webe; vielmehr bewirkt in vielen Fallen eine komplexe Interaktion dieser Stoffe mit
Zellen deren Wirkung, wie etwa bei der Reparatur von Weichteilen (50). Fir das Kno-
chenwachstum und damit das Bone Tissue Engineering sind dabei die Familien mit
Einfluss auf die Osteozyten, -blasten und -klasten , wie etwa die Insulin-Like-Growth
Factors (IGFs), Fibroblast-Growth Factors (FGFs) und Transforming—Growth Factors
(TGFs) von gesteigerter Bedeutung (51, 52). Zuséatzlich zu den Genannten sind insbhe-
sondere Faktoren wichtig, die die Angiogenese fordern. Einige Arbeiten haben die
Wichtigkeit eines suffizienten Gefal3netzes herauskristallisiert, um ein optimales Kno-
chenwachstum gewahrleisten zu kdnnen. So sterben beispielsweise in das Gertst ein-
gebrachte Stammzellen ohne Anbindung an eine GefalRversorgung an O2- und Nahr-
stoffmangel (47, 53).

Bone Sialoprotein (BSP)

Bone Sialoprotein (BSP) ist ein Vertreter der ,Small Integrin-Binding N-Linked Glyco-
protein“ — Protein-Familie und Teil der Zusammensetzung der extrazellularen Matrix
von Knochen und Dentin (54). Hauptséchlich wird es von Osteoblasten, Odontoblasten
und zu kleineren Teil von Osteoklasten und Chondrozyten exprimiert (55). Seine Auf-
gaben im Knochenstoffwechsel sind noch nicht endgultig geklart, jedoch hat es, unter
anderem durch seine starke Affinitat zu Calcium, einen Einfluss auf die Mineralisierung
der extrazellularen Matrix (56). Dabei wird vermutet, dass es eine Funktion als Kern
fur die Bildung der ersten Hydroxylapatitkristalle beim Wachstum neuen Knochens hat
(57). Im Knock-out-Versuch fur das BSP Gen in der Maus wurde eine erhdhte Masse
an spongitésen Knochen bei gleichzeitig reduzierten Knochenumsatz detektiert; gleich-
zeitig zeigte sich auch ein insgesamt vermindertes Wachstum der Roéhrenknochen
(58). Durch seine Interaktion mit Integrinen (Transmembranproteine), welche von ak-
tivierten Endothelzellen exprimiert werden, fordert es weiterhin auch die Angiogenese
(59, 60).
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Bone Morphogenetic Protein (BMP)

Einige der wichtigsten das Knochenwachstum férdernden Stoffe sind die Bone Mor-
phogenetic Proteins (BMP). Diese gehdren in die Gruppe der Zytokine, die als Wachs-
tumsfaktor fungieren. Die BMP gehdren grof3tenteils der Familie der Transforming
Growth Factor beta Familie (TGF beta) an. Ihre Funktion liegt in der Beeinflussung von
Differenzierung und Proliferation von Geweben; damit haben sie eine Vielzahl von Auf-
gaben, wie etwa in der Herz-, Neuron-, Knorpel- und Knochenentwicklung, was an-
hand von Knockout-Mausen gezeigt werden konnte (61, 62). Den Teil ihres Namens
,Bone Morphogenetic® erhielten sie durch ihren Erstuntersucher Urist & Strates (1971);
seitdem waren sie Objekt zahlreicher Studien, wodurch ihre weiteren Fahigkeiten er-
kannt wurden. Untersuchungen haben gezeigt, dass BMP bei grol3en Knochenfraktu-
ren vollstandig fehlte, in physiologischen Knochenwachstum jedoch vorhanden ist,
was auf seine Bedeutung fur die Knochenausheilung hindeutete (63). Heute zahlen
insgesamt 20 Proteine zu den BMPs; BMP-2 und BMP-7 werden klinisch bereits re-
gelmaldig zur Therapie von Pseudoarthrosen in der proximalen Tibia eingesetzt (64,
65). Ein Nachteil der BMP Gruppe ist das Auftreten von heterotopen Ossifikationen

und Inflammation, insbesondere bei hohen Konzentrationen dieser Proteine (66, 67).

Tiermodelle

Um die Lésung fur das Problem der CSDs zu finden, waren und sind Modelle am Tier
notwendig, bevor ein Transfer in den klinischen Alltag mit Einsatz am Menschen statt-
finden kann. Die richtige Applikation von Scaffolds, Wachstumsfaktoren und Stamm-
zellen ist von kritischer Bedeutung, um ein zufriedenstellendes Ergebnis in der Thera-
pie dieser Defekte erzielen zu kdnnen. In den meisten Studien dienen zu diesem
Zweck oft Nager (Mause und Ratten) als Modelle, aber auch Schafe, Ziegen und
Schweine sind oft verwendete Versuchstiere. (58) Zwei Defektarten sind dabei haufig
vertreten: Defekte der Schadelkalotte und segmentale Defekte in langen Roéhrenkno-
chen, der Tibia oder des Femurs. Letztere werden insbesondere genutzt, um die CSD
zu simulieren (58, 68). Diese werden kinstlich tber ein Osteotomieverfahren mit Sage
oder Bohrer und meist mit einer Grof3e von 2 - 2,5x Durchmesser des Knochenschaf-

tes gesetzt (69).
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Da bis heute das Ausmal’ eines CSD nicht standardisiert ist, schwankt deren Grol3e
in Untersuchungen zum Teil deutlich. In dieser Arbeit nutzten wir eine Defektgré3e von
6 mm. Anschlie3end an die Setzung des Defekts erfolgt in den meisten Fallen eine
interne Fixation des Defektgebiets mit Schrauben und Platten (70-72), wobei bis heute

unklar ist, ob nicht eine externe Fixation von Vorteil ware (58).

Vorversuche

Als Vorversuch zu dieser Arbeit ist hier vornehmlich das Projekt von Tanja Habeck als
Basis fur inre Masterthesis zu nennen. In diesem beschatftigte sie sich mit dem Einfluss
von Bone-Sialo-Protein auf die Genexpression der osteoblastenspezifischen Differen-
zierungsmarkern (ALP, SP7 und RUNX2) in-vitro. Dazu wurden auf mit BSP beschich-
teten PLA-Scheiben SaOs-2 Zellen (Sarcoma Osteogenic-2) angeztichtet. Diese Os-
teosarkomzellen eignen sich insbesondere zur Examinierung der spaten Differenzie-
rungsstadien humaner Osteoblasten (73) weil sie in der Lage sind eine mineralisie-
rungs-kompetente extrazellulare Matrix zu bilden (74). Die RNA dieser Zellen wurde
anschlieBend isoliert und die Genexpression durch eine real-time PCR untersucht.
Hier konnte kein signifikanter Unterschied zur Kontrollkultur gefunden werden. An-
schlieBend wurde die Freisetzung von BSP aus einem mit Kollagen-Gel als Tragersub-
stanz befullten 3D-PLA Kéafig bewertet, welche sich als suffizient herausstellte. Dieses
PLA-System fand danach Anwendung in dieser Arbeit.
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Material und Methodik

Versuchstierhaltung und Tierschutz

Der Tierversuch mit dem Titel ,Evaluation des Effekts von Bone Sialprotein (BSP) auf
die Knochenneubildung und Angiogenese in einem diaphysaren Femur-Defektmodell
der Ratte” wurde durch das Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz genehmigt
(G18-1-051).

Fir diesen Versuch wurden 32 mannliche Wistar Ratten im Alter von acht Wochen von
dem Produzenten Janvier Labs verwendet. Vor Beginn des Versuchs besal3en die
Ratten ein Durchschnittsgewicht von 3859 (340 — 431g) und erhielten eine Eingewdh-
nungszeit von 5 bis 7 Tagen, wobei in einem Kafig jeweils 2 oder 3 Tiere zusammen-

gehalten wurden.

Abbildung 6: Wistar Ratte (75)
Die Tiere erhielten Futter nach eigenem Belieben. Fir eine mdglichst keimarme Hal-
tung stand ein Tierstall zur Verfigung. Der Kontakt mit den Tieren ist nur nach Anlage
einer Garderobe, bestehend aus OP-Kittel und Haube, Einmal-Galoschen, Handschu-
hen und Mundschutz, erfolgt. Nach erfolgter Operation wurden die Versuchstiere zwei
bis drei Tage in Einzelhaltung gefuhrt, um die Wahrscheinlichkeit flr ein Losen der

Nahte durch Anknabbern anderer Tiere und damit einer Infektion zu verringern.
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Tierschutzaspekte

Die Tierschutzkommission des Landesuntersuchungsamtes Rheinland-Pfalz hat das
Tierversuchsvorhaben mit dem Titel ,Evaluation des Effekts von Bone Sialprotein
(BSP) auf die Knochenneubildung und Angiogenese in einem diaphyséaren Femur-De-
fektmodell der Ratte® (G18-1-051) genehmigt. Um unndtigem Schmerz und Stress der
Versuchstiere zu verringern, wurden folgende Vorkehrungen getroffen: Zum einen
wurde die bereits oben genannte Eingewthnungszeit von 5 bis 7 Tagen der Tiere in
der neuen Umgebung eingehalten. Eine automatische Schaltung des Raumlichts er-
laubte eine Simulation des naturlichen Hell-Dunkel-Rhythmus von Ratten. Zum ande-
ren wurden die Ratten hauptsachlich in sozialen Gruppen von zwei bis drei Tieren
gehalten. Zur Analgesie wurde den Ratten nach den Eingriffen eine Woche lang Tra-
madol (1 mg/ml) im Trinkwasser verabreicht. Die Abbruchkriterien fir diesen Versuch
lauteten wie folgt: Ein Gewichtsverlust von mehr als 20%, andauernde Schmerzen,
abnormales Verhalten (z.B. verminderte Flissigkeit- oder Nahrungsaufnahme) und ein
mehrmaliges Aufgehen der OP-Naht mit Infektion. Die Kontrolle dieser Kriterien er-
folgte alle ein bis zwei Tage postoperativ. Eine Uberdosierung des Narkosemittels Is-
ofluran mit anschlieBender Enthauptung erlaubte eine nahezu schmerzfreie Tétung

der Tiere.

RatFix®-System

Das RatFix®-System (Hersteller: RISystem) besteht aus einer Polyetheretherketon
(PEEK) Platte, sechs RatFix ShoulderScrews, einer Sage- und Bohrerleere und einem
Bohreraufsatz. Es erlaubt einen standardisierten Defekt kritischer Gro3e am Femur-
schaft der Ratte zu setzen und diesen Uber die Platte zu stabilisieren (76). Polyethe-
retherketon hat den Vorteil einer hohen Widerstandskraft und Rontgendurchlassigkeit
(77).
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Abbildung 7: Instrumente und Materialien des RatFix-Systems. A Bohraufsatz 0,79mm B
PEEK-Platte. C Fixierschrauben

Polylactid — Kéfig

Als Fullsubstanz fur den Defekt wurde ein aus Polylaktid (PLA) gefertigter Kafig ver-
wendet, der gleichzeitig auch als Trager fur die knochenwachstumsférdernden Prote-
ine fungierte. Seine Durchlassigkeit fur Rontgenstrahlen war im Rahmen dieser Arbeit
ebenfalls von Bedeutung. Wir nutzten das kommerziell vertriebene PLA — Filament
Ultimaker silver metallic PLA, iGo3D, Hannover, Germany) in der Starke 2.85 0.10
mm.

Abbildung 8: D Scanning electron microscope Aufnahme eines PLA-
Kafigs E PLA-Kafig neben enthommenen Femurzylinder (78)
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Fullung des Kafigs

Der zylinderférmige Polylactidkafig wurde mit Kollagengel und der zu untersuchenden

Menge an BSP bzw. BMP-7 befillt. Dabei wies das Gel die folgende Zusammenset-

zung auf:

Kollagengel mit 3,5mg/ml Kollagen:
MEDIUM M199

Natriumhydrogencarbonat-Lésung 7,5 %ig

Natronlauge 1 M

Aqua dest.

Kollagen Typ | Losung

10x 75uL
35,8 pl
26,5 pl
108 pl
578 ul

Die Kafige wurden zunachst bis zur Halfte mit dem Kollagengel befillt, die Proteinzu-

satze mittig eingebracht und dann wiederum das restliche Volumen mit Gel bestiickt.

Je nach Proteinzusatz ergaben sich folgende Gruppen:

Gruppe
1

5

6

Benennung
-PLA

+PLA

PLA+Kollagen

PLA+BMP-7

PLA+BSPlow

PLA+BSPhigh

Leerkontrolle
ohne Kafig
Leerkontrolle
mit Kafig
Kontrolle mit
Kafig und Kol-
lagen

Kafig mit Kol-
lagen + 2 ug
BMP-7

Kafig mit Kol-

lagen + 1ug BSP

Kafig mit Kol-

lagen + 5ug BSP

Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Standzeiten  Anzahl der Tiere = gesamt
4/8 Wochen 1/1 2

4/8 Wochen 1/1 2

4/8 Wochen  2/2 4

4/8 Wochen  2/2 4

4/8 Wochen 5/5 10

4/8 Wochen 5/5 10
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Operationstechnik

Narkose

Die Versuchstiere wurden durch Isofluran kurz pra- und anschliel3end durch eine int-
raperitoneale Injektion der Narkosemischung vollnarkotisiert. Zum Erhalt der Narkose-
tiefe dienende Injektionen wurden subkutan in die Nackenfalte appliziert. Die betdubte
Ratte wurde auf einer sterilen OP-Unterlage in Bauchlage platziert, das rechte Bein
grol3zlgig rasiert, mit Braunol desinfiziert und die Augen der Ratte mit Corneregal-
Augenschutzsalbe benetzt, um sie vor Austrocknung zu schiitzen. Vor Beginn der OP

wurde die Narkosetiefe anhand des Zwischenzehenreflexes Uberprift.

Analgesie
Substanz Konzentration Stamml6sung Konzentration Narkose
Midazolam 5 mg/ml 2 mg/kg Korpergewicht
Medetomidin 1 mg/ml 150 pg/kg Korpergewicht
Fentanyl 50 pg/ml 5 ug/kg Kérpergewicht

Antagonisierung

Substanz Konzentration Stamml6sung Konzentration Antagonisierung
Flumazenil 100 pg/ml 200 pg/kg Koérpergewicht
Atipamezol 5 mg/ml 750 pg/kg Koérpergewicht

Wirkstoffe und deren Daosierungen fir die OP

Abbildung 9: Zur OP vorbereitete Wistar Ratte
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OP-Methode

Nach sorgfaltiger Vorbereitung begann die OP mit einer ca. 3 cm langen Inzision der
Haut entlang des zuvor getasteten rechten Femurs. Danach wurde die Fascia lata am
kranialen Rand des Musculus biceps femoris langs durchtrennt, um die Muskulatur
freizulegen. Der M. biceps femoris wurde mit dem Raspatorium stumpf nach dorsal,
der M. vastus lateralis nach ventral vom Femur geldst. Die weitere Préparation des
Femurs erfolgte ebenfalls stumpf, um eine weitere Schadigung der Muskulatur zu mi-
nimieren. Ein Wundspreizer, angelegt an die beiden oben genannten Muskelbauche,

erlaubte eine bessere Einsicht auf den freigelegten Femur.

Abbildung 10: Frei praparierter Femurschatft
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Fur die nun durchzufiihrende Osteotomie kam das RatFix®-System (Firma RISystem,
Schweiz) zum Einsatz. Der erste Schritt bestand in der Fixierung der PEEK-Platte in
Parallelstellung am Femurschaft mithilfe von 5 bzw. 6 winkelstabilen Schrauben, wobei

die inneren Ldcher freigelassen wurden, um Raum fir die Sagelehre zu lassen.

Abbildung 11: Durch Schrauben am Femur fixierte PEEK-Platte

Dieselbige wurde nach Arretierung der Schrauben auf deren Enden platziert. Dadurch
normierten wir die Gré3e der Osteotomie auf 6mm. Anschliel3end fand der Sagedraht
nacheinander in beiden Fiuhrungsschienen der Sagelehre Einsatz, um den Defekt zu
setzen. Das Knochenfragment und die Sagelehre wurden entfernt und die Schrauben
an ihren Sollbruchstellen abgebrochen. Nun wurde der PLA-Ké&fig press-fit in dem De-

fekt platziert.

Abbildung 12: Osteotomie mit press-fit eingesetztem PLA-Kéfig
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Abbildung 13: A Adaption der Muskulatur mit Vicryl-Faden B Adaption
der Haut mit Ethilon-Faden

Die Muskulatur wurde mit einem resorbierbaren Vicryl-Faden und die Haut mit einem
Ethilon-Faden vernaht. Abschiel3end desinfizierten wir die Wunde abermals mit Brau-
nol und brachten einen Spruhverband an. Die Tiere wurden zwei bis drei Tage posto-
perativ in Einzelhaltung gelassen, um die Wahrscheinlichkeit einer Eréffnung der

Wunde zu vermindern.

Rontgenuntersuchung

Fur die Rontgenuntersuchungen wurde das Kleintierréntgengerat Faxitron MX20 ein-
gesetzt. Die Ratten wurden direkt postoperativ untersucht, um die korrekte Position
der Osteosynthese zu prufen. Fir eine bessere Lage des Femurs im Strahlengang
wurde das rechte Knie der Ratten dabei mit einem Tupfer unterpolstert. Weitere Kon-
trollen erfolgten nach zwei, vier, sechs und acht Wochen nach OP mit erneuter Nar-

kose. Hier wurde nach abgeschlossener Prifung eine Antagonisierung eingesetzt.

Femurentnahme

Die Ratten wurden vier bzw. acht Wochen nach der OP durch Einsatz einer Uberdo-
sierung von Isofluran und anschlieBender Enthauptung getotet und der Femur ganzlich
entnommen. Bis zur pCT-Untersuchung lagerten wir die Knochen in FormaldehydI6-
sung. Die Entnahme geschah tber einen Hautschnitt &hnlich dem wahrend der OP.
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Mikro - CT

Zusatzlich wurden die Femur-Defektzonen radiologisch im Mikro-CT (uCT 40

SCANCO Medical AG, Brittisellen, Switzerland) untersucht. Die Auswertung erfolgte
mit Hilfe der ,MicroCT-Analysis Software“. Beim Einsatz des Mikro-CTs wurden
Schnittbilder (Slices) generiert, die spater in der quantitativen Auswertung in der Soft-

ware ImageJ Verwendung fanden.

=

Abbildung 14: uCT 40 der Firma Scanco Medical AG
Mikroskopie
Nach Anfertigung der Schnitte durch die Firma LLS Rowiak per Lasermikrotom wurden
die histologischen Bilder unter dem Zeiss Axioskop (Carl Zeiss Microskopy GmbH)

untersucht. Es wurden Ubersichtsaufnahmen bei unterschiedlichen VergroRerungen

durchgefihrt (siehe Ergebnisse - Histologie).

3D-Bildgebung

Zur Erstellung der 3D Bilder des Knochenwachstums nutzten wir die Software Aycan
Osirix. Es wurden pro Femur jeweils 2 Aufnahmen gemacht: Eine, die lediglich den
calcifizierten, dichten Knochen zeigt und eine die zusétzlich dazu noch den neuen,

noch nicht stark calicifizierten Knochen zeigt.
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Quantitative Auswertung

Die quantitative Auswertung der mit dem Mikro-CT entwickelten Schnittbilder (Slices)
erfolgte mit der Software ImageJ und dem dafir verfigbaren Plug-In BoneJ. Weiterhin
kamen die Statistiksoftware SPSS der Firma IBM zum Einsatz, um die Ergebnisse

graphisch darzustellen.
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Ergebnisse und Diskussion

In vitro

Dieser Arbeit vorangestellt befasste sich, wie genauer unter dem Punkt ,Vorversuche*
beschrieben, ein Projekt mit dem Einfluss der Beschichtung von PLA — Scheiben, mit
u.a. BSP, auf die Expression osteoblasten-spezifischer Differenzierungsmarker in
Sa0S-2 (Osteosarkom)-Zellen. Die Ergebnisse zu diesem Part sind der Masterarbeit

von Tanja Habeck zu entnehmen.

In vivo
Wie unter ,Methodik“ beschrieben umfing der in-vivo Teil dieser Arbeit Untersuchun-
gen des Knochenwachstums mithilfe von Réntgen, Mikro-Ct und Histologie zur quali-

tativen Auswertung. Deren Ergebnisse werden hier nun wiedergegeben.

Qualitative Auswertung
Rontgenuntersuchung

Die unterschiedlich modifizierten Implantate wurden in einen Femurdefekt der Ratte
implantiert, wobei das Knochenwachstum in und um die PLA — Kafige im 2 Wochen
Intervall rontgenologisch kontrolliert wurde. Die Tiere erhielten direkt im Anschluss an
die OP (0) und 2, 4, 6 und 8 Wochen danach eine Réntgenuntersuchung des betroffe-
nen Femurs. Im Folgenden werden die Aufnahmen von jeweils 1 bis 2 Tieren pro
Gruppe dem Femur einer nicht operierten Ratte mit 8 Wochen Standzeit gegenuber-
gestellt. Es sei hier zu erwahnen, dass der Cage zwar weder in den Rontgen- noch in
den Mikro-Ct-Aufnahmen zu sehen ist, dieser aber noch, zumindest in Teilen, vorhan-

den ist.
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“ PLA + Kollagen Kontrollfemur

c
0
£
o
2
L
&
7]
N

Abbildung 15: Rontgenaufnahmen von Rattenfemora der Gruppen PLA und PLA +Kollagen,
sowie einer Ratte ohne OP. Die Zahlen in der rechten unteren Ecke geben die Zeitpunkte
der Untersuchung nach OP in Wochen an.

In Abbildung 15 sind die Réntgenaufnahmen der Kontrolltiere (PLA und PLA + Kol-
lagen), sowie das Bild eines nicht operierten Rattenfemurs als direkter Vergleich ge-
zeigt. Aufgrund mangelhafter Stabilisierung der Osteotomie bei den 8 Wochen Tieren
der PLA + Kollagen -Gruppe entstand eine Fehlstellung der Femora, die eine Bewer-
tung beziglich des Knochenwachstums aul3erst schwierig, wenn nicht unmaglich
machte. Trotz geringerer Vergleichbarkeit wird hier ein Femur aus der Gruppe der 4

Wochen PLA + Kollagen Tiere gezeigt.
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In den ersten zwei Wochen liel3 sich im Rontgenbild in beiden Gruppen kein bis mini-
males Knochenwachstum feststellen. Erst ab Woche 4 waren an den Randern des
Frakturspalts kleine Knochenvorschibe, in der PLA Gruppe vom distalem, in der PLA
+Kollagen-Gruppe von proximalem Ende, auszumachen. In den darauffolgenden Wo-
chen setzte sich das Wachstum bei den PLA Tieren fort, dennoch blieb ein nicht uner-

heblicher Frakturspalt, auch nach 8 Wochen Genesungszeit, erhalten.

Weiterhin fiel auf, dass das wenige Knochenwachstum sich auf den Bereich der ein-
gebrachten Schrauben im Sinne einer Kallusbildung konzentrierte. Dies konnte mog-
licherweise auf ein Verrutschen der Platte bzw. der Schrauben zuriickzufiihren sein.
Die Knochenenden erscheinen so, im Vergleich zum nicht operierten Knochen, ver-
dickt.
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Abbildung 16: Rontgenaufnahmen von zwei Rattenfemora der Gruppe PLA +Kollagen + BSP
low (1pg), sowie einer Ratte ohne OP.

Bei den Tieren aus der Gruppe PLA + Kollagen + BSP low (Abb. 16) zeigte sich eben-
falls erst nach 4 Wochen ein nennenswertes Knochenwachstum in den Frakturspalt,
wobei jedoch das Tier auf der linken Seite bereits nach 2 Wochen beginnend eine
deutliche Kallusbildung im Bereich der proximalen Schrauben aufwies (blauer Pfeil).
Auch hier war vermutlich ein ungenaues Einbringen der Osteotomie-Platte der Grund.
Der Knochen des Tiers in der mittleren Spalte besald dieses Wachstum ebenfalls, al-
lerdings fiel dieses erst ab der sechsten Woche, hier im Bereich der Schraubenkdpfe
des distalen Knochenendes, auf (weil3er Pfeil). Ab der dritten Réntgenuntersuchung
zeigte sich beim rechten Tier, zusétzlich zur Knochenbildung im Frakturspalt, das Auf-
treten eines Knochenstiicks ohne Kontakt zu einem der Frakturenden (roter Pfeil). Erst
in der letzten Untersuchung nach 8 Wochen bildete dieses eine Verbindung zu den
Knochenfragmenten aus (gruner Pfeil). Diese heterotope Knochenbildung lasst sich
vermutlich auf einen im Frakturspalt primér schief eingebrachten oder verschobenen
PLA -Cage zurickfihren. Auch in dieser Gruppe stellte sich kein Verschluss des Kno-

chendefekts ein.
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PLA + Kollagen + BSP high (Spg) m

Zeit in Wochen

Abbildung 17: Rontgenaufnahmen von zwei Rattenfemora der Gruppe PLA +Kollagen + BSP
high (5ug), sowie einer Ratte ohne OP.

Diese beiden Tiere der PLA + Kollagen + BSP high Gruppe (Abb. 17) prasentierten
nach 4 Wochen einen Wachstumsschub an Knochengewebe, gro3tenteils in den De-
fektspalt hinein, wahrend in den ersten 2 Wochen nach Operation kaum neues Ge-
webe entstanden war. Dabei ging die Ossifikation bei dem rechts abgebildeten Tier
vornehmlich von dem proximalen, bei dem links abgebildeten dagegen vom distalen
Fragment aus. Hervorstechend war auch die in den folgenden Wochen quer zur
Langsachse ausgepragte Kallusbildung des jeweiligen Fragments, teilweise weitab
von der eigentlichen Defektstelle (rote Pfeile). Beide Exemplare zeigten eine deutliche
Anné&herung beider Knochenenden, ohne jedoch einen vollstdndigen Verschluss des

Defekts zu erreichen.
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Abbildung 18: Rontgenaufnahmen von Rattenfemora der Gruppe PLA + Kollagen + BMP — 7
(21g), sowie einer Ratte ohne OP.

In der Abbildung 18 sind 2 Vertreter der Gruppe PLA + Kollagen +BMP-7 (2ug) zu
sehen, wobei zwischen diesen beiden eine deutliche Diskrepanz im Knochenwachs-
tum zu verzeichnen war: Wéahrend das links abgebildete Tier bis zur sechsten Woche
eine zapfenartige Ausbildung von Knochen vermutlich in den Cage hinein zeigte (gru-
ner Pfeil), so war zu diesem Zeitpunkt im rechten Tier nur Kallusbildung um das proxi-
male Fragment auszumachen. Zudem schien es wahrscheinlich, dass sich hier im Ver-
laufe der Wochen die Osteosynthese gelockert hat, was an der schiefstehenden Achse
der Schrauben zu erkennen ist (blaue Linien). Im linken Tier waren weiterhin ab der

sechsten Woche ektope Ossifikationen zu finden (roter Pfeil).
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Fehlschldge

Ohne PLA - Cage = Leerdefekt PLA +Kollagen (8 Wochen) PLA +Kollagen +BSP high (8 Wochen)

Abbildung 19: Beispiele fir mangelhaftes Einbringen und Stabilisieren der Osteosynthese
und dessen Folgen

Die Abbildung 19 zeigt vier der insgesamt funf Fehlschlage der Operationen der 32
Ratten. Insbesondere zu Beginn der Versuchsreihe war die Fehlerwahrscheinlichkeit
aufgrund fehlender Expertise noch recht hoch. Trotz der hier dramatisch erscheinen-
den Auswirkungen auf die Anatomie des Femurs, sei zu erwahnen, dass die betroffe-
nen Tiere in den Wochen nach dem Eingriff nie die im Tierversuchantrag G18-1-051
festgelegten Abbruchkriterien erfillten. Sie zeigten eine normale Beweglichkeit, insbe-
sondere ein Stand auf den Hinterbeinen war ihnen maoglich. Sie nahmen weiter an
Gewicht zu und das allgemeine Verhalten, sowie der Zustand des Fells, waren unauf-
fallig. Die gr63te Fehlerquelle bei dem Eingriff bestand in der Befestigung der Platte
auf dem Femur. Bereits eine minimale Abhebung der Platte konnte bereits zu den
obenstehenden Fehlstellungen fuhren. Eine weitere Problematik bestand in dem Ein-
bringen des PLA—Cage. Trotz standardisierter Osteotomie-, und an diese angepasste
Cage—GroRRe, musste aufgrund von leicht schradgen Schnittflachen (durch den Sage-
draht bedingt, dessen genaue Lage wahrend der OP trotz Ségelehre nur schwer zu
bestimmen war) der Cage oft gekirzt werden. Einerseits war so der genaue Sitz des
Cages innerhalb des Frakturspalts gefahrdet, andererseits wurde auch die Konzentra-
tion der eingebrachten Substanzen in unbekannter Art verdndert. Als Folge dessen
war beispielweise die Lokalisation des Knochenwachstums nicht genau vorherzusa-

gen.
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uUCT - Untersuchung

Im Anschluss an die Tétung der Tiere wurden uCT — Aufnahmen der Femora im uCT
— 40 der Firma Scanco Medical AG durchgefihrt. Im Folgenden sind jeweils ein bis
zwei Tiere der verschiedenen Gruppen mit entweder 4 oder 8 Wochen Standzeit dar-
gestellt. Die unter den Bildern stehenden 3D — Darstellungen sind Anfertigungen aus
dem Schnittbildsatz mithilfe des Programms Osirix. Hierbei zeigt das linke 3D — Bild
jeweils das Wachstum von nahezu vollstandigen, das rechte den neuen, noch wenig
mineralisierten Knochenzuwachs. Ganz rechts ist widerum die Abbildung eines Kon-
trollfemurs einer nicht operierten Ratte zu sehen. Der Einheit halber sind die Bilder der
Knochen teilweise gedreht worden, sodass das neue Knochengewebe immer auf der
derselben Seite der Abbildung liegt; bei der Beschreibung wird darauf hingewiesen ob

sich dieser am proximalen oder distalen Knochenende befand.

Abbildung 20: uCT- und 3D-Aufnahmen eines Rattenfemurs mit Leerdefekt und vier Wochen
Standzeit

Bei dem Tier ohne Einbau des PLA — Cages zeigte sich generell wenig Knochen-
wachstum (Abb. 20) (Abb xy) Insbesondere mineralisierter Knochen ist nur aul3erst
geringfugig entstanden. Hier fallt links-mittig ein stark abseits gelegenes, heterotopes
Knochenstlck auf. Der Osteotomiespalt konnte hier nach vier Wochen nicht anna-

hernd geschlossen werden.
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Abbildung 21: uCT- und 3D-Aufnahmen von Rattenfemora der Gruppen PLA -Cage und PLA
+ Kollagen mit vier Wochen Standzeit

Bei dem Tier mit Einsatz des PLA — Cage ohne Zusatz (Abb. 21, links) zeigte sich
bereits ein deutlicheres Knochenwachstum, allerdings auch hier mit mehreren, ohne
direkte Verbindung zu den Knochenenden entstandenen Ossifikationen. Das Wachs-
tum war uneinheitlich; der im Bild hinten liegende Knochen verzeichnete starkeren Zu-
wachs als der vordere. Betrachtete man die Aufnahme des weniger mineralisierten
Knochens, so entsteht der Eindruck eines geringflgigen Verschlusses des Fraktur-
spalts nach den vier Wochen Standzeit. Hier waren die heterotropen Ossifikationen
deutlich zu sehen. Das Exemplar PLA + Kollagen zeigte ausgehend vom proximalen
Knochenfragment eine zapfenartige Neubildung von Knochen, anders als beim linken
Bild vermutlich in die Offnung des Cages hinein, wobei hier ebenfalls der weniger feste
Anteil dominiert. Dieser bildete sich proximal auch seitlich des urspringlichen Kno-

chens (roter Pfeil).
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Abbildung 22: uCT- und 3D-Aufnahmen von Rattenfemora der Gruppe PLA + Kollagen +
BSP low (1ug) mit vier Wochen Standzeit

Das linke Exemplar aus dieser Gruppe (Abb. 22) wies distal einen nahezu ausschliel3-
lich horizontalen Knochenzuwachs auf (blauer Pfeil). Proximal fand sich wieder ein
breitbasiger, zapfig-artiger Knochenanbau, der allerdings nicht derart stark ausgepragt
war, wie beim zweiten Vertreter dieser Gruppe (hier in der Mitte der Abbildung) Bei
diesem war im distalen Bereich ebenfalls kaum neues Knochenwachstum festzustel-
len. Auffallig war hier das ,Loch” im mineralisierten Knochengewebe im proximalen
Anteil (roter Pfeil). Der Frakturspalt konnte in dieser Gruppe nicht verschlossen wer-

den.
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Abbildung 23: uCT- und 3D-Aufnahmen von Rattenfemora der Gruppe PLA + Kollagen +
BSP high (5ug) mit vier Wochen Standzeit

Bei den Tieren aus der Gruppe PLA + Kollagen + BSP high (Abb. 23) war abermals im
distalen Bereich nur wenig Knochenwachstum zu verzeichnen. Auch bildete sich beim
linken Tier wieder eine Zapfenstruktur aus Knochengewebe. Zusatzlich pragte sich
hier abseits vom Hauptzuwachs des Knochens eine schmale Knochenspange an der
gegenuberliegenden Seite aus (Roter Pfeil), wobei ein Abschnitt des restlichen Kno-
chens bei der Erstellung der 3D im Osirix Programm zu vermuten ist. Eine ahnliche
Formation war auch beim rechten Tier zu sehen. Der Frakturspalt blieb unverschlos-

sen.
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In den folgenden Abbildungen 24 bis 26 sind die Aufnahmen der Rattenfemora mit
acht Wochen Standzeit zu sehen. Eine Ausnahme ist dabei der Femur der Gruppe

BMP 7 mit 4 Wochen Standzeit. Dieser findet sich zur besseren Vergleichbarkeit in

dieser Sektion neben dem Tier mit 8 Wochen.

PLA + Kollagen + BSP low (1ug) (8Wochen) Kontrollfemur

Abbildung 24: uCT- und 3D-Aufnahmen von Rattenfemora der Gruppe PLA + Kollagen +
BSP low (1ug) mit acht Wochen Standzeit

Die Tiere der BSP low Gruppe mit acht Wochen Standzeit (Abb. 24) zeigten ebenfalls
keinen Verschluss des Osteotomiespalts, jedoch ein deutlich ausgepragteres Kno-
chenwachstum. Der Femur links in der Abbildung weist einen keilfdrmigen Knochen-
zuwachs beider Knochenfragmente auf, die in der Aufnahme des schwacher minerali-
sierten Knochens fast Seit-zu-Seit verschmelzen. Die Ratte im mittleren Teil der Abbil-
dung wies hauptsachlich Zuwachs an Knochen vom distalen Ende ausgehend auf,
wobei hier eine deutliche Spaltbildung im endmineralisierten Knochen aufféllt (roter
Pfeil). Der Knochen in diesem Spalt wies dabei im Vergleich zu den seitlichen Keilen
eine porose Struktur auf. Beide Exemplare zeigten ebenfalls die Entwicklung heterot-
oper Knochenstlicke auf (griine Pfeile), welche jedoch durch weniger kalzifiziertes Ge-

webe mit den Hauptfragmenten verbunden sind.
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PLA + Kollagen + BSP high (5ug) (8Wochen) Kontrollfemur

, PR S 4
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Abbildung 25: uCT- und 3D-Aufnahmen von Rattenfemora der Gruppe PLA + Kollagen +
BSP high (5ug) mit acht Wochen Standzeit. Aufgrund falscher Platzierung der Knochenprobe
im Mikro-CT wurde das Bild oben links um 90 Grad gedreht aufgenommen, mit Blick auf die
Schraube

Die Gruppe PLA + Kollagen + BSP high (Abb. 25) zeigte, dhnlich wie die BSP low
Gruppe, ein deutliches Knochenwachstum. Bei den beiden gezeigten Reprasentanten
ging dieses hauptsachlich vom proximalen Knochenfragment aus; das distale Kno-
chengewebe erschien hier weniger mineralisiert (roter Pfeil). Ebenfalls dhnlich dem
Exemplar aus der Gruppe BSP low (Abbildung 24, links unten) nahmen die Ossifikati-
onen hier keilformige Strukturen an, die sich seitlich anzunahern schienen.

41



PLA + Kollagen + BMP-7 (2ug) PLA + Kollagen + BMP-7 (2ug)
(4 Wochen) (8 Wochen) Kontrollfemur

Abbildung 26: uCT- und 3D-Aufnahmen von Rattenfemora der Gruppe PLA + Kollagen +
BMP -7 (2ug) mit vier und acht Wochen Standzeit

Die Ratte mit BMP-7 Implantat und 4 Wochen Standzeit (Abb. 26) wies ein nahezu
ausschlief3lich vom proximalen Ende ausgehendes Knochenwachstum auf, welches
vermutlich direkt in den Cage hineinfuhrte. Besonders auffallig waren hier die seitlichen
Auszieher des wenig mineralisierten Gewebes, die womdglich ihren Weg in die Fens-
ter des Cages gefunden haben (rote Pfeile). Das Exemplar mit 8 Wochen Standzeit
zeigte ein vergleichbar ausgepragtes Wachstum, hier von beiden Knochenenden aus-
gehend. Allerdings schienen nur der distale Anteil ihren Weg in das Innere des Cage
gefunden zu haben; der Proximale ging eher vom Randbereich aus, sodass beide sich
zu verfehlen schienen (griuner Pfeil). Ein heterotopes Knochenstiick war zu sehen
(blauer Pfeil). Weder nach vier noch nach 8 Wochen war hier ein Verschluss des De-

fekts zu beobachten.
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Histologie

Die histologische Untersuchung der Knochen geschah nach deren Aufbereitung durch
die Firma LLS Rowiak, wobei jeweils eine Hamatoxylin-Eosin- (HE) und eine Masson-
Goldner-Farbung (MG) angefertigt wurden. Es wurden Aufnahmen mit verschiedenen
VergroRerungen durchgefihrt, eine bei 14,2x und eine bei 25x VergroRerung als Uber-
sicht. Weiterhin wurden Aufnahmen mit starkerer Vergrof3erung angefertigt, um eine
zur Detailansicht zu erméglichen (2,5x und 5x, elektronisches Mikroskop). Die MG Far-
bung eignet sich insbesondere zur Darstellung von Knochen- und Knorpelstrukturen,
wobei sich mineralisierter Knochen griin/tirkis darstellt; Osteoid bzw. anderes Binde-
gewebe erscheint gelb/gelb-orange. Die Anteile des PLA-Kafigs wurden bei der Her-
stellung der Schnitte herausgeldst und erscheinen hier als (weifl3e) Locher. Die hier
gezeigten Collagen der Schnitte zeigen eine Aufreihung mit von links nach rechts stei-
gender VergroRerung. In der oberen Reihe sind die HE -, in der unteren die MG —

Bilder zu sehen.
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Abbildung 27: Aufnahmen der Histologie eines Rattenfemurs der Gruppe PLA + Kollagen +
BMP -7 (2ug) mit acht Wochen Standzeit

Wie in der Rontgenaufnahme bereits vermutet, fand das Knochenwachstum bei die-
sem Tier (Abb. 27) in den PLA-Cage hinein statt. Sehr gut war hier in der MG-Farbung
die saulenartige Formation des Knochengewebes in Richtung distales Knochenfrag-
ment mit Ubergang vom starker zu schwéacher mineralisierten Anteilen zu sehen. Der
restliche Spalt zwischen beiden Frakturfragmenten war mit ca. 0,7 mm vergleichs-
weise klein und mit Kollagen gefullt. Der Cage war im Verlauf der 8 Wochen stellen-
weise degeneriert, war insgesamt jedoch noch gut erhalten. Die Ubersichtsaufnahmen
zeigten die zum Defektinneren abnehmende Knochenqualitat (gelber Pfeil, gute Qua-
litat), erkennbar an dem zunehmend l6chrigen Aufbau (roter Pfeil, schlechtere Quali-
tat)).
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Abbildung 28: Aufnahmen der Histologie eines Rattenfemurs der Gruppe PLA + Kollagen +
BSP high (5pg) mit acht Wochen Standzeit. Aufgrund von Datenverlust des 2,5x Bildes ist
hier die 5x VergroRRerung (Bild oben rechts) zu sehen.

Bei diesem Exemplar (Abb. 28) fand das Hauptwachstum an neuem Knochenge-
webe an dem Cage vorbei statt, da dieser hier durch eine Verschiebung nicht mehr
zentral im Defekt stand. Dennoch blieb auch hier nur ein relativ kleiner Restspalt of-
fen (roter Pfeil). Das Innere des Cage war von Kollagen dominiert; mineralisierter
Knochen war dort nur sparlich ausgepragt. Auch hier zeigte sich wieder eine l6chrige

Natur des neu ausgebildeten Knochens mit versprengten Anteilen. (rote Pfeilspitze)
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Abbildung 29: Aufnahmen der Histologie eines Rattenfemurs der Gruppe PLA + Kollagen +
BSP high (5pg) mit acht Wochen Standzeit

Bei der Anfertigung der Schnitte (Abb. 29) fur dieses Exemplar sind leider teilweise
das proximale bzw. distale Frakturfragment herausgeltst worden (Sterne) und hier als
grol3e weilRe Flache zu sehen. In der HE Farbung waren qualitativ hochwertige (dichte)
Knochenansatze (roter Pfeil) auszumachen, die sich jedoch nicht weit in den Cage
fortsetzen konnten. Das Innere desselbigen gestaltete sich als ein diffuses Gemisch
aus Kollagen und einzelnen kleineren Anteilen mineralisierten Knochens. Eine Ten-

denz zur Defektausheilung war nicht sichtbar.
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Abbildung 30: Aufnahmen der Histologie eines Rattenfemurs der Gruppe PLA + Kollagen +
BSP high (5ug) mit acht Wochen Standzeit

Der Femur dieser Ratte aus der Gruppe BSP high (Abb. 30) zeigte ein diffuses Wachs-
tumsmuster: Einerseits war im oberen Bereich der Aufnahme Zuwachs von Knochen
abseits der Hauptmasse zu sehen (roter Pfeil), andererseits entstand auch ein Anteil
zentral im Defekt. Zudem waren vielfach kleinere versprengte Stiicke von Knochen-
material zu vermerken. Aufgrund der deutlichen Degeneration des Cage war nicht klar
zu sagen, ob dieser als Leitstruktur oder sogar als Hindernis, beispielsweise durch

Verrutschen, fur das Knochenwachstum fungierte.
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Abbildung 31: Aufnahmen der Histologie eines Rattenfemurs der Gruppe PLA + Kollagen +
BSP low (1ug) mit vier Wochen Standzeit

Der Schnitt durch diesen Femur (Abb. 31) war aul3erst artefaktreich. (rote Pfeile) Es
lie3 sich ein vom proximalen Knochenfragment ausgehender Knochenvorschub in den
Cage hinein ausmachen. Die Struktur dieses Einwachsens war in dieser Ebene von
l6chriger Gestalt. In ihrer Mitte befand sich eine Ansammlung von Osteoid/Knorpel
(weil3er Stern). Das distale Ende zeigte hier kein bis minimal neues Knochengewebe;

somit war hier keine Tendenz zur Ausheilung des Defekts auszumachen.
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Abbildung 32: Aufnahmen der Histologie eines Rattenfemurs der Gruppe PLA + Kollagen mit
vier Wochen Standzeit

Es war auf dem Schnitt der Abbildung 32 insgesamt sehr wenig Knochenwachstum
auszumachen, die Rander der Knochenfragmente zeigten zarte Auslaufer von Iochri-
ger Natur. Nach Betrachtung des zugehdrigen Rontgenbilds muss davon ausgegan-
gen werden, dass der Defekt hier nicht zentral geschnitten wurde, da dort mehr Kno-
chengewebe auszumachen war, als bei dieser Schnittebene in der Histologie der Fall
war. Zusatzlich ist hier das ,Loch®, das der PLA-Ké&fig hinterliel3, ununterbrochen zu
sehen.
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Abbildung 33: Aufnahmen der Histologie eines Rattenfemurs der Gruppe PLA + Kollagen +
BSP high (5ug) mit vier Wochen Standzeit

Dieses Tier der Gruppe mit héherer BSP Konzentration (Abb. 33) wies eine geringe
Menge an neuem Knochenmaterial im Defektspalt auf. Hier zeigte sich eine stumpfe,
zapfenartige Struktur im proximalen Knochenfragment, jedoch wiederum Artefakte, die
ein Loch erscheinen lieRen (blauer Stern). In der HE Farbung fiel an beiden Knochen-
enden gréRere Ansammlungen von Kollagen in horizontaler Ausrichtung auf, was ei-
nen dazu passendes Knochenwachstum annehmen liel3 (rote Pfeile), bzw. die Kallus-
bildung an den Schrauben verdeutlichte. In der Ubersichtsaufnahme der MG-Farbung
fehlte der distale Knochenanteil. Die HE Aufnahme liel3 jedoch vermuten, dass in die-
ser Schnittebene, bis auf den erwéhnten Kallus, kein wesentliches Wachstum statt-
fand.
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Abbildung 34: Aufnahmen der Histologie eines Rattenfemurs der Gruppe PLA + Kollagen +
BMP-7 (2ug) mit vier Wochen Standzeit

Dieses Exemplar (Abb. 34) zeigte bereits nach vier Wochen einen deutlichen Kno-
chenvorschub in das Innere des Cages hinein, etwas Utber die Halfte des Innenraumes
wurde erreicht. Hier schien das weitere Wachstum seitlich ,abzuknicken®, womaoglich
durch die Degradation des Cages in diesem Bereich bedingt (roter Pfeil). In diesem
Knochenzapfen fiel eine groRe lochrige Struktur umgeben von Knorpel/Osteoid auf
(weil3er Stern). Das knécherne Gewebe bildmittig erschien schwammartig mit wenig
kompakten Anteilen. Diese waren hier eher auf der proximalen Seite des Knochens zu

finden, welche dafur ein deutlich geringeres Wachstum zeigte.
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Quantitative Auswertung
Die quantitative Beurteilung des Knochenwachstums erfolgte mit dem Programm

ImageJ. Es wurde ein zylinderférmiger Raum als Totalvolumen (Totalvolume, TV) de-
finiert, das Knochenvolumen in diesem Zylinder (Bonevolume, BV) nach der jeweiligen
Standzeit im Vergleich zum Kontrollknochen analysiert und dabei analog zu den Mikro-
CT Aufnahmen zwischen dichten und undichten Knochen unterschieden. Zusatzlich
wurde eine Aufteilung der Gruppen in ,spezifisches” und ,unspezifisches* Wachstum
vorgenommen. ,Spezifisch“ bedeutete Analyse des Wachstums in und nahe um den
Cage (der oben genannte Zylinder), ,unspezifisch® bedeutete Analyse des gesamten
Knochenwachstums in den generierten Schnittbildaufnahmen. Dies war notwendig,
um eine Differenzierung zwischen dem Knochenwachstum insgesamt und dem
Wachstum in der Nahe des Defektspalts zu ermdglichen, da es in einigen Fallen zu
heterotopen Ossifikationen kam (siehe Abb. 35)
Py
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Abbildung 35: Beispiel fur Selektion von Knochengewebe. Der gelbe Kreis gibt den Selekti-
onszylinder um den Defektspalt an (Spezifische Analyse). Rote Pfeile zeigen auf heterotope
Ossifikation (nur in der unspezifischen Analyse erfasst).
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Aus den Messungen des BV und TV errechneten wir die Knochenfraktion BV/TV, um
Aussagen uber das Knochenvolumen bezogen auf das Totalvolumen machen zu kon-
nen. Die in ImageJ generierten Datenséatze wurden anschlieend in SPSS integriert,
um eine graphische Darstellung in Form von Balkendiagrammen zu erzeugen. Auf-
grund der niedrigen Stichprobenzahl der Gruppen PLA und PLA + Kollagen war fur

diese keine Angabe des Konfidenzintervalls méglich.

Gruppenzuteilung nach Zeit: 4 Wochen
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Abbildung 36: Median der Knochenfraktion (BV/TV) nach Gruppenzuteilung nach 4 Wochen
Standzeit (Spezifische Analyse)

Aus der Abbildung 36 ging hervor, dass sich bei den Tieren mit 4 Wochen Standzeit
die PLA Gruppe mit der gro3ten Knochenfraktion (BV/TV) in der spezifischen Auswer-
tung auszeichnete, wahrend die anderen Gruppen alle auf einem ahnlich niedrigen
Niveau mit dem Leerwert blieben. Dieses Bild zeigte sich auch in der Untersuchung
des unspezifischen Knochenwachstums, mit Ausnahme von BMP-7, wodurch sich be-

reits hier die heterotopen Ossifikationen deutlich machten.

53



Gruppenzuteilung nach Zeit: 8 Wochen
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Abbildung 37: Median der Knochenfraktion (BV/TV) nach Gruppenzuteilung nach 8 Wochen
Standzeit (Spezifische Analyse)

Die Entwicklung nach 8 Wochen (Abbildung 37) zeigte: Wahrend im spezifischen Zy-
linder um den Defekt die Gruppen ,BSP low* und ,BSP high“ nun die héchste BV/TV

besal3en, kristallisierte sich bei der unspezifischen ein treppenférmiger Anstieg der

Knochenfraktion von der Leerkontrolle bis zur BMP-7 Gruppe heraus.
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Gruppenzuteilung nach Zeit: 4 Wochen
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Abbildung 38: Median der Knochenfraktion (BV/TV) nach Gruppenzutei-
lung nach 4 Wochen Standzeit (Unspezifische Analyse)

Gruppenzuteilung nach Zeit: 8 Wochen
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Abbildung 39: Median der Knochenfraktion (BV/TV) nach Gruppenzuteilung nach 8 Wochen
Standzeit (Unspezifische Analyse)
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Nach 8 Wochen (Abb. 39) wiesen die Gruppen ,BMP-7* und ,BSP high“ ein ahnliches
Mafl an Knochengewebe auf wie der Kontrollknochen. Hier muss darauf hingewiesen
werden, dass es sich hier gréf3tenteils um undichte, kaum mineralisierte Ossifikationen
handelte (siehe Abbildungen 40 und 41) und, wie im Vergleich mit Abbildung 35 zu
sehen, diese sich nicht im gewtinschten Raum des Defektspalts bildete.

GruppenzuteilungZeit: 8 Wochen
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Abbildung 41 (und 40): Balkendiagramme des dichten und undichten Knochenvolumens in
der spezifischen Analyse. Im Vergleich wird deutlich, dass es sich beim neu gebildeten Kno-
chen groRtenteils um wenig dichtes Material handelte.
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Diskussion

Diese Arbeit befasste sich mit dem Einfluss eines mit Bone Sialoprotein besetzten 3D
gedruckten PLA - Kafigs auf das Knochenwachstum in einem Defekt kritischer Gréf3e
in der Ratte. Dazu nutzen wir als Modell eine operativ gesetzte Fraktur des Femurs,
ahnlich der anderer Forschungsgruppen, wie etwa Leiblein et al. (79) und Nau et al..
(80). Das Femurdefektmodell ist weltweit mit 33% eines der haufigsten genutzten und
ist damit ein akzeptiertes Standardmodell, um Untersuchungen zur Knochendefektre-
paratur durchzufuhren (81). Zwar entspricht die Ratte dabei nicht den Dimensionen
des menschlichen Skeletts, doch erlaubt sie aufgrund der kleinen Kérpergrol3e eine
kostengunstige Haltung und eine leichter zugéngliche Operabilitat. Diese verbesserte
Wirtschaftlichkeit ermdéglicht eine gréf3ere Anzahl an Versuchstieren und steigert damit
die Aussagekraft einer mit Ratten durchgefuhrten Versuchsreihe (82). Wir nutzten fur
unseren Versuch die Wistar Ratte, da sie im Vergleich der Femora eine dem Menschen
ahnlichere Knochenstruktur aufweist als z.B. Dawley Ratten (83, 84).

Im Rahmen von CSD-Modellen haben sich insbesondere Plattenosteosynthesen und
Fixateure externe zur Stabilisation des Knochens bewahrt, da hier die Uberbriickung
der Gesamtheit des Defekts untersucht wird und somit eine intramedullare Stabilisie-
rung nicht angewandt werden kann (82). Beide eignen sich um eine Osteotomie der-
artiger GroR3e zu fixieren (82), auch wenn es weiterhin Gegenstand heutiger Forschung
ist welche der beiden Optionen fiir Knochenreparaturuntersuchungen zu bevorzugen
ist (55). Als Implantat und Proteintrager nutzten wir einen aus Polylactid 3D-gedruckten
Kafig. Polylactid, wie bereits unter 3D Druck (siehe Seite 14) beschrieben, zeichnet
sich durch eine gute Biodegradierbarkeit und Biokompatibilitat aus und zeigte in meh-
reren Untersuchungen gute Ergebnisse als Grundmaterial fiir den Bau von scaffolds

im Bereich des bone tissue engineerings (85, 86).

Als Tragersubstanz fur BSP als Osteogenese-fordernde Substanz kam zusatzlich bei
fast allen Gruppen unserer Versuchstiere eine Fullung mit Kollagengel zum Einsatz,
da dieses sich als drug delivery system (DDS) bewahrt hat (87—89). Kollagen ist zu-
satzlich ein wichtiger Interaktionspartner flr einige andere Substanzen in der EZM und
wichtig fur dessen Modulation und Strukturierung. Auch hat es positive Auswirkungen

auf Zelladhasion, -migration und —proliferation (90). Des Weiteren ist eine Kombination
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aus Kollagen und BSP gunstig, insofern beide zusammen mit Osteocalcin und Osteo-
pontin, ebenfalls beides Proteine die am Knochenaufbau bzw. —erhalt beteiligt sind,
wichtige Bestandteile der Knochen-Implantat-Schnittstelle sind (91). Monfoulet et al.
schlossen aus ihrer Arbeit den Hinweis, dass die Abwesenheit von BSP die Heilung
von kortikalen Knochenschaden behinderte (92). Im Review von Bouleftour et al. wird
weiterhin ein negativer Effekt dieser Abwesenheit auf Mineralisierung, Vaskularisation
und Knochenzelldifferenzierung beschrieben. Zusatzlich zeigten BSP Knock-out
Mause eine Uberproduktion von Osteopontin (54) und einen negativen Effekt auf das
Langenwachstum von Femur und Tibia (93). In anderen Untersuchungen konnte fir
BSP beim Einsatz in einem Calvaria-Defektmodell eine Kalzifikation, jedoch kein
Nachweis einer besseren Osteogenese gezeigt werden (94, 95). Mit unserer Arbeit
lie3 sich eine Tendenz zu vermehrten Knochenwachstum durch BSP nach 8 Wochen
im Vergleich zur Leerkontrolle zeigen.

BMP-7 lieferte in unserer Untersuchung die besten Ergebnisse, auch wenn wir weder
nach 4 noch nach 8 Wochen eine vollstandige Ausheilung des Defektes beobachten
konnten. Dies war z.B. bei Hertweck J. bei Einsatz eines mit Kollagengel und BMP
besetzten Implantats in ein Calvaria-Defekt-Modell nach 6 Wochen der Fall (96). Eine
heterotope Ossifikation, wie sie bei anderen Untersuchungen auffiel (66, 67), konnten
wir auch bei unserer Versuchsreihe ausmachen. Da BMP-7 bereits klinisch eingesetzt
wird, war das gute Ergebnis von BMP-7 im Vergleich zu erwarten gewesen und wir
nutzten es daher als Positivkontrolle. Dabei ist zu erwahnen, dass z.B. Lauer et. al. in
ihrer Arbeit feststellten, dass zwar bei den BMP Versuchstieren tendenziell mehr Kno-
chenzuwachs stattfand, dieser neue Knochen jedoch eine l6chrige Struktur aufwies.
Um Aussagen uber die biomechanische Signifikanz dieser Art des Knochens zu for-
mulieren, konnten Stabilitatsversuche hilfreich sein. (78)

In der Vergangenheit gab es eine Zahl an in-vivo Arbeiten, die ein &hnliches Versuchs-
modell besalRen wie das unsere. Oft wurde ein anderer Grundstoff fiir das scaffold, ein
anderes Defektmodell, ein anderes Versuchstier oder eine Kombination daraus ver-
wendet (97-99). Dabei ist insbesondere die Zusammensetzung des Gerists von Be-
deutung, da dessen Grundsubstanz mit der bioaktiven Fullsubstanz interagiert. So
konnten Dadsetan et alumni zeigen, dass bei einer Implantation von ungefullten Scaf-

folds aus B-TCP (beta Tricalciumphosphat) und BCP (Biphasisches Calciumphosphat)
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Letzteres bessere BV/TV Werte verzeichnete, bei BMP-2 Beflllung sich dieser Zusam-
menhang jedoch umkehrte (100). Ahnlich dem BMP in dieser Arbeit konnte auch BSP
einen bestimmte Tragersubstanz bendtigen, um eine optimale Wachstumsférderung

zu bewirken.

Zur Erfassung des Knochenwachstums nutzten wir als bildgebende Verfahren Ront-
gen, Mikro CT und histologische Schnitte. Die Auswirkungen von BSP auf die Genex-
pression waren Teil der vorangehenden Arbeit von Tanja Habeck. Zusammen bildeten
wir so einen Grol3teil der Dimensionen eines potenziellen Knochenwachstums ab, was
nicht nur Aussagen Uber das Volumen, sondern auch tber die Beschaffenheit dessel-

bigen erméglichte

Aus der quantitativen Auswertung ging hervor, dass nach 4 Wochen in der spezifi-
schen Analyse nur die Gruppe PLA und in der unspezifischen die Gruppen PLA und
BMP-7 nennenswerten Knochenzuwachs zu verzeichnen hatten, jedoch nach 8 Wo-
chen die anderen Fraktionen diese weit tUberholten. Hier stellte sich die Frage nach
dem Grund fur diesen frihen Vorsprung von ,PLA®, jedoch muss auch darauf hinge-
wiesen werden, dass diese Gruppe nur zwei Tiere beinhaltete und somit dieses Er-
gebnis dem Zufall zuzuschreiben sein kdnnte. Eine Mdglichkeit ist, wie in der Fehler-
diskussion beschrieben, dass bei der Auswertung in ImageJ urspringliches Knochen-
gewebe oder Artefakte falschlicherweise in die Messung mit eingeflossen sind.

Neben einem Fehler ist auch anzunehmen, dass der Faktor Zeit auch bei Einsatz von
bioaktiven Knochenwachstums eine grof3e Rolle spielt, da die Guppen BSP low/high
und BMP-7 nach 8 Wochen deutlich weiter voranschritten. Umso interessanter ist
ebenfalls die Frage nach der kontinuierlichen Freisetzung von den eingesetzten Pro-
teinen aus dem Kollagengel. Dieser ging Tanja Habeck in ihrer Masterarbeit nach und
fand, dass BSP konstant aus den Kafigen freigesetzt wurde, jedoch nur ein kleiner
Prozentsatz der urspriinglich verwendeten Menge der Proteine. Dies kann sowohl zum
Vorteil als auch zum Nachteil gereichen: Der erste Knochenwuchs profitiert wahr-
scheinlich nur gering vom BSP, wéahrend spater in den Kafig eingewachsene Zellen
noch eine relativ grolRe Menge BSP vorfinden. In diesem Rahmen ist zusatzlich das
Alter der Ratten zu bedenken, dass in unserer Arbeit 8 Wochen betrug. Das Wachstum

von mannlichen Wistar-Ratten beginnt erst ab einem Alter von ca. 90 Tagen Ratten zu
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stagnieren (101), sodass bei alteren Tieren im Vergleich zu unseren ein geringerer
Zuwachs an Knochen zu erwarten ist.

Dass die Gruppe die ,PLA + BSP low“ nach 8 Wochen in der spezifischen Analyse
tendenziell mehr Knochenzuwachs vorlegte als die Gruppe ,PLA + BSP high® spricht
fur eine konzentrationsabhangige Induktion des Knochenwachstums. Zur weiteren Un-
tersuchung dieser Hypothese sind zusatzliche Versuche mit mehreren Gruppen auf-

steigender BSP-Konzentrationen natig.

In unserer Arbeit entstand ein gro3er Anteil des neu entstandenen Knochens nicht in
dem von uns vorher festgelegten zylinderférmigen Raum um den Defekt. Daher be-
steht Anlass zur Spekulation wie die Richtung des Knochenwachstums besser dirigiert
bzw. heterotope Ossifikationen (HO) vermieden werden kdnnen. Im Menschen entste-
hen diese ebenfalls oft nach orthopadischen Operationen, insbesondere nach Hiften-
doprothetik (bis zu 40% der Falle) und nach Frakturen (bis zu 30% der Félle) (102).
Dabei ist bekannt, dass das Risiko fur HO durch die Art des Eingriffs und die Sorgfalt
des Operateurs beeinflusst wird und in Relation zur Schadigung des umgebenden
Weichteilgewebes steht (103). Auch stellt die Implantation von Fremdgewebe, wie
etwa den PLA-Kafig, einen Risikofaktor dar (104). In den digital erstellten 3D Bildern
waren die HO insbesondere in den Bereichen des proximalen und distalen Knochen-
enden auszumachen. Dies mag die natirliche Konsequenz der Defektsetzung an die-
sen Stellen gewesen sein, jedoch stellt sich auch die Frage, ob durch den Einsatz des
Gigli-Sagedrahts eine Verletzung des Weichteilgewebes oder eine Versprengung von
osteoaktiven Zellen begtinstigt wurde. Eine Moglichkeit ist auch eine asymmetrische
Distribution des BMP/BMP, sodass diese eher an den proximalen bzw. distalen Enden
der Kéfige freigesetzt wurden, welche die groReren Offnungen besafen.
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Fehlerdiskussion

Die qualitative Auswertung umfasste mehrere Schritte unterschiedlicher Bildgebungen
und war damit auch verschiedenen Fehlerquellen ausgesetzt. Wie bereits unter dem
Punkt ,Fehlschlage” erwahnt, gelang es bei einigen der Versuchstiere nicht, den PLA
Cage passgenau in den Femurdefekt einzubringen, was beispielsweise zu einem Ver-
rutschen desselbigen fuhren konnte. Diese Tatsache machte sich insbesondere in der
histologischen Auswertung bemerkbar, da hier der Cage sichtbar wurde und teilweise
sogar das Knochenwachstum behindert haben kdnnte.

Eine weitere Fehlerursache ergab sich bei der Erstellung der Mikro-CT Bilder: Der Pro-
benbehélter des CT-Geréts besal’ einen groReren Durchmesser als die Rattenfemora,
es war somit notwendig die Proben manuell senkrecht im Probenbehélter zu fixieren.
Ein Verrutschen der Knochen flhrte vereinzelt zu schrag gestellten Aufnahmen, was
zwar fur die CT-Ubersichtsaufnahmen durch Software-Nachbearbeitung kein Problem
darstellte, jedoch die quantitative Auswertung verkomplizierte (siehe dortige Fehlerdis-
kussion). Des Weiteren wurden fur einige der Exemplare ein anderer Scanbereich im
Mikro CT festgelegt, sodass ein kleinerer Datensatz und somit ein kleineres Bild ent-
stand. Auch dies erschwerte die statistische Auswertung, da die Vergleichbarkeit der

Volumina nicht mehr vollstdndig gegeben war.

Die Herstellung der histologischen Knochenschnitte erfolgte durch die Firma LLS Ro-
wiak. Dadurch war kein Einfluss auf die Qualitat der Praparate mdglich. Einzelne
Schnitte waren nicht zentral im Defekt platziert, sodass eventuell entstandener Kno-
chen nicht abgebildet wurde. Allerdings war dieses Problem kaum zu vermeiden, da
das Knochenwachstum in den meisten Fallen asymmetrisch auftrat. Auf einigen
Schnitten sind deutliche Artefakte zu erkennen, wie etwa nicht ausgewaschene Farbe
und herausgeldste Knochenanteile. Daher war zum Teil keine klare Aussage uber den
Knochenzuwachs an proximalen oder distalen Knochenende mdglich. Die Bildaufnah-
men der Schnitte dagegen wurden eigenhandig angefertigt. Dabei kamen zwei ver-
schiedene Mikroskope (Licht- und Elektromikroskop) zum Einsatz. Dabei entstanden
Bilder unterschiedlicher Qualitdt: So musste beim Lichtmikroskop nachtraglich ein
WeilRabgleich stattfinden, der sich von dem des Elektrischen unterschied, was teil-

weise zu dunkleren Bildern fiihrte.
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Fehlerdiskussion — Quantitative Analyse

Die quantitative Auswertung der Proben gestaltete sich als problematisch. Grundle-
gend war die Stichprobenzahl niedrig, sodass eine statistische Aussage zu den Ergeb-
nissen nur sehr eingeschrankt moglich war. Dieser Umstand verscharfte sich insbe-
sondere in den Gruppen PLA und PLA + Kollagen durch den Verlust jeweils eines
Knochens, sodass nur noch ein Vertreter fur diese beiden zur Verfigung stand.

Ein Problem bei der Erfassung des neu gebildeten Knochens war die willktrliche An-
lage des virtuellen Zylinders um den Defekt. Zwar war dieser mit 375 Schnittbildern in
seiner Ho6he und mit 5mm in seinem Durchmesser festgelegt, doch musste er indivi-
duell fur jeden Knochen am Defektspalt ausgerichtet werden, teilweise mit digitaler
Kippung des Schnittbildstapels. Diese war notwendig, da nicht alle Knochen exakt
senkrecht im Probenbehalter fur das Mikro-CT standen. Leider resultierten daraus
auch Schwankungen bei der Erfassung des randstandigen, bereits vorbestehenden
Knochens der Knochenfragmente, sodass beispielsweise vermutlich dadurch das
Exemplar aus der Gruppe PLA nach 4 Wochen das Maximum an dichten Knochen
anzeigte. Da in dieser Gruppe generell wenig dichter Knochen gewachsen ist, fallen

hier schon leichte Fehlplatzierungen der Zylinderposition besonders ins Gewicht.

Eine weitere Fehlerquelle war die ebenfalls willkirliche Einteilung von Knochenge-
webe in dicht und undicht: Um im Programm Image J das Knochenvolumen berechnen
zu kénnen, mussen die verschiedenen Grauténe der Mikro-CT Bilder digital in eine
Schwarz-Weil3-Maske umgewandelt werden, sodass nun schwarze Pixel ,Knochen*
und Weilke ,Kein Knochen® bedeuten. Dabei legten wir uns auf zwei verschiedene so-
genannte ,Thresholds® fest, anhand derer das Programm darauf die Pixel definierte
(einen Threshold fiir undichten und einen Threshold fur dichten Knochen). Leider birgt
dies je nach Lage dieser Thresholds die Gefahr, die gemessene Knochenmenge
falschlicherweise zu erh6hen bzw. zu erniedrigen. Dies war insbesondere problema-
tisch, da bei einigen Aufnahmen eine der Osteosyntheseschrauben in den Schnittbild-
stapel hineinragte und diese bzw. deren umgebendes Gewebe (Artefakt bedingt, siehe

Abb. ()) als Knochengewebe gezahlt wurde.
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Abbildung 40: Schrauben erscheinen aufgrund ihrer hohen Dichte nach Produktion einer
Schwarz/Weil3- (Knochen/Kein Knochen) Maske als Knochen. Die roten Pfeile markieren die
Artefaktbildung um die Schrauben herum. Dieses extreme Beispiel fand keine Anwendung in
der Auswertung

Es ist wichtig nochmals darauf hinzuweisen, dass einige Bilder im Mikro-CT unter-
schiedlich grol3 ausfielen, weshalb leider aufgrund unterschiedlicher Totalvolumina
und somit abweichender Knochenfraktion die Vergleichbarkeit der Daten vermindert
wurde. Allerdings ist es trotz dieser Unzulénglichkeiten méglich Aussagen zur positi-
ven Tendenz des Einflusses von BSP zu machen. Naturlich sollte der Versuchsauf-

bau bei weiteren Versuchen korrigiert werden.
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Zusammenfassung und Ausblick

Knochendefekte kritischer GrélRe, etwa bei Infektionen, bei gro3en Knochentumoren
oder nach schweren Traumata, sind auch heute noch ein Problemschwerpunkt in der
Orthopadie. Das Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe von Techniken des bone tissue en-
gineering den Einfluss eines 3D gedruckten und mit BSP befiillten PLA Cages auf das
Knochenwachstum in einem Defekt kritischer Grol3e zu untersuchen.

Als Frakturmodell nutzen wir das CSD Modell des Femurs in der Ratte. In diesen De-
fekt wurde ein 3D gedruckter PLA Cage mit Kollagen BSP Fullung eingebracht. Als
Positivkontrolle nutzen wir eine Gruppe mit BMP-7 befillten Cages, welches bekann-
termalRen das Knochenwachstum foérdert. Um den Effekt des platzierten Kéafigs zu
quali- und quantifizieren nutzten wir Réntgen-, Mikro CT- und histologische Aufnahmen
und SPSS.

In den Réntgen- und Mikro-CT Aufnahmen nach 8 Wochen zeigte sich bei Gruppen
mit Cage Implantation in der Regel mehr Knochenwachstum als bei den Tieren mit 4
Wochen Standzeit und es war dort bei einigen Exemplaren eine Tendenz zur Defek-
tausheilung auszumachen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein positivier Effekt von
BSP auf das Knochenwachstum in der Ratte festgestellt werden. Ein Ergebnis, wel-
ches aufgrund geringer Stichprobenzahl und einiger Fehlerquellen jedoch in weiteren

Untersuchungen abgesichert werden muss.

Die Funktionen von BSP bei der Osteosynthese sind noch nicht abschlielRend geklart,
sodass hier noch Grundlagenforschung betrieben werden muss. Zwar zeigte sich ein
positiver Effekt der BSP-Cage Implantation auf das Knochenwachstum, doch missen
weitere Untersuchungen angestellt werden, um eine sichere Aussage beziglich des
Einflusses treffen zu kénnen.

BMP findet bereits Einsatz im klinischen Alltag, doch kdnnte BSP nach zusatzlichen
Untersuchungen, aufgrund der Gefahr einer Inflammation bzw. einer heterotopen Os-

sifikation beim Einsatz der BMP eine Alternative darstellen.
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Eingesetzte Materialien

Geratschaften

Geréte Handelsname, Hersteller, Adresse
Einbettautomat Sakura VIP E150 Tissue Processor,

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, Germany
TiefkiihIbox Cryo 1 C Freezing Container

Nalge Nunc International, Rochester, USA
Feinbohrmaschine Feinbohrmaschine Typ 1

Donau Elektronik, Metten, Deutschland
Kleintierrontgengerat Faxitron MX-20

Faxitron Bioptics, Tucson, Arizona, USA
Mikro-CT uCT 40

SCANCO Medical AG, Briittisellen, Switzerland
Mikroskop Zeiss Axioskop

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany
Schlittenmikrotom Reichert-Jung Biocut 2030

Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar,Germany
3 D-Drucker Ultimaker 2+

Ultimaker BV, Geldermalsen, Niederlande
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Software

Software

MicroCT Analysesoftware

Aycan OsiriX Pro

ImageJ / BoneJ

Microsoft Office 365 ProPlus Excel,

Word, Powerpoint

Handelsname, Hersteller, Adresse

SCANCO Medical AG, Brittisellen,

Switzerland
Aycan Osirix

aycan Digitalsysteme GmbH
Innere Aumduhistral3e 5
97076 Wirzburg . Germany

ImageJ

Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National
Institutes of Health, Bethesda, Mary-
land, USA, https://imagej.nih.gov/ij/,
1997-2018.

BonelJ

Doube M, Ktosowski MM, Arganda-
Carreras |, Cordeliéres F, Dougherty
RP, Jackson J, Schmid B, Hutchinson
JR, Shefelbine SJ. (2010) BoneJ: free
and extensible bone image analysis in
ImageJ. Bone 47:1076-9.

Microsoft Cooperartion, Redmond,
USA
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Instrumente

Instrument

Anatomische Pinzette

Dissektor

Feine Schere, spitz

Gigli-Sagedraht

Hand-Drill

Drill-Bit

Nadelhalter, klein

PEEK-Platte

Séagelehre

Schraube

Skalpell

Handelsname, Hersteller, Adresse
Anatomische Pinzette mittelbreit

Aesculap AG & Co. KG Tuttlingen, Germany
Ochsner Double-Ended Dissector

Scanlan International, Inc. Saint Paul, USA
Feine Schere, gerade, spitz/spitz

Aesculap AG & Co. KG Tuttlingen, Germany
Gigli wire saw

RISystem AG, Landquart, Schweiz
Handdrill,

RISystem AG, Landquart, Schweiz

0,79mm, RISystem AG, Landquart, Schweiz
Nadelhalter, feines Modell Abmessungen 150mm, 6
Aesculap AG & Co. KG Tuttlingen, Germany
RatFix Plate 8 hole@23mm 0,8mm, Femur
RISystem AG, Landquart, Schweiz

RatFix Drill- & Saw guide 6 mm@23 mm
RISystem AG, Landquart, Schweiz

RatFix Shoulderscrew 0,8x6,5

RISystem AG, Landquart, Schweiz
Einmalskalpell #11, #15 .

Feather® Safty Razor Co., Osaka, Japan
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Wundspreizer, klein, scharf Wundspreizer Abmessungen 70mm, 2 %

Reagenzien

Reagenz

Atipamezol

Augenschutzsalbe

Alkohol zur Entwasserung

Aqua dest

Braunol®, Hautdesinfektion

Cytoseal zum Eindecken

EDTA

Eisessig

Aesculap AG & Co. KG Tuttlingen, Germany

Handelsname

Hersteller, Adresse

Revertor®
Virbac AG, Glattbrugg, Schweiz

Corneregel® Bausch + Lomb GmbH, Berlin, Deutsch-

land

2-Propanol Rotipuran®

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany
Aqua B. Braun, Spullésung

B. Braun Melsungen, Melsungen, Germany
Braunol®, 7,5% Povidon-Jod, 250ml

B. Braun Melsungen, Melsungen, Germany
Cytoseal™ XYL

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
EDTA Dinatriumsalz

Dihydrat fur dieMolekularbiologie
AppliChemGmbH,Darmstadt,Germany

Essigsaure (Eisessig) 100%
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Merck Millipore, Darmstadt, Germany
Eosin G Eosin G

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Germany
Fentanyl Fentanyl-Janssen 0,1mg/2ml

Janssen-Cilag GmbH Neuss, Germany
Flumazenil Anexate®0,1 mg/ml

Roche Pharma AG,Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Formaldehydl6sung 4,5% Roti®-Histofix, Formaldehydlésung 4,5%

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Germany
Hamalaun (nach Gill) Gil’'s Hematoxylin #3 for Histology

Polysciences Europe GmbH, Eppelheim, Germany
Isofluran Forene®, 100% (v/v)

AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG,

Ludwigshafen, Germany
Kollagen-Stammldsung Collagen Typ | 4,08mg/ml

BD Biosciences, Heidelberg, Germany
Medetomidin Dorbene® vet 1mg/ml

Fort Dodge Veterinar GmbH Wirselen, Germany
Midazolam Midazolam-ratiopharm® 15mg/3ml,

Ratiopharm GmbH Ulm, Germany
Natriumhydrogencarbonat  NaHCO3 (7,5%ig)

Merck Millipore, Darmstadt, Germany
Natronlauge NaOH (1M) Natronlauge

Merck Millipore, Darmstadt, Germany
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PLA-Filament Ultimaker silver metallic PLA 2.85 _ 0.10 mm
iGo3D, Hannover, Germany

Tramadol Tramadol-ratiopharm® 100mg/ml
Ratiopharm GmbH Ulm, Germany

Tris Tris fur die Molekularbiologie
AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany

Xylol Xylol - Isomerengemisch fur die Histologie
AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany

Sprihverband Opsite (100ml),

Smith & Nephew GmbH, Hamburg, Germany

Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Handelsname

Hersteller, Adresse

OP-Abdecktuch OPS® Essential

Medline International GmbH, Kleve, Germany
Injektionskanule BD Eclipse®, 27G x 1/2", grau

BD, Heidelberg, Germany
Nahtmaterial Ethilon, 4.0, 45 cm, XN699

Ethilon 11, 5.0, 45 cm, XN698

Vicryl™, 4.0, 70 cm, V304

Johnson & Johnson Medical GmbH

Norderstedt,Germany
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Spritze 1ml

sterile Latexhandschuhe

Tupfer, steril

Injekt®-F

B. Braun Melsungen, Melsungen, Germany
Vasco® OP Sensitive

B. Braun Melsungen, Melsungen, Germany
Schlinggazetupfer 15x15, 10 Stk., steril

Fuhrmann GmbH Much, Germany
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Abklrzungsverzeichnis

BSP Bone Sialoprotein

BMP Bone Morphogenetic Protein

PLA Polylaktid

SIBLING Small Integrin-binding Ligand N-linked Glycoproteins
PEEK Polyetheretherketon

CSD Critical size defect

HE Hamatoxylin-Eosin Farbung

MG Masson-Goldner Farbung

RUNX2 Runt-related transcription factor

ALP Alkalische Phosphatase

Osx/SP7 Osterix

CT Computertomograph(ie)

FGF Fibroblast-growth-factor

IGF Insulin-like-growth-factor

BV Bone volume

TV Total volume

BVITV Knochenfraktion (Bone volume/Total volume)
HO Heterotope Ossifikation
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