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1 Einleitung

Schon seit jeher ist eine optimale Knochenheilung fir den Menschen von Bedeutung,
sei es zu Zeiten der noch nicht existenten modernen Medizin, bis hin zu den heutigen
Zeiten mit ihren zahlreichen, fortschrittlichen Entwicklungen. Dennoch geht es nicht
nur um eine schnelle Heilung, sondern auch um eine mdglichst hochqualitative
Regeneration des Knochens, um Komplikationen zu vermeiden. Um eine mdglichst
schnelle und komplikationslose Rekonvaleszenz zu erreichen, wird immer weiter nach
Moglichkeiten geforscht, um dies zu beschleunigen. [1] Es geht hier nicht nur rein um
die Regeneration im Allgemeinen, sondern auch um die Minimierung von
Komplikationen, beispielsweise zur friheren Mobilisierung und damit einhergehend
eines niedrigeren Thromboserisikos. Auch Kosten und Hospitalisierungsrate konnen
somit gemindert und im besten Falle eine Senkung der Mortalitat erreicht werden. [2]

Im Jahr 2019 wurden 688403 Frakturen registriert, wodurch die Inzidenz auf
1014/100000 stieg und damit in Relation um 14% im Vergleich zu 2018. Die haufigsten
Frakturen waren in einer Analyse von 2019 Oberschenkelhalsfrakturen mit einer
Inzidenz  von 120/100000 Einwohner. Generell herrschen  diverse
Behandlungsstrategien, die von konservativen Vorgehensweisen wie Gipsverbanden
Uber chirurgische MaRnahmen wie Plattenosteosynthese und Marknagelung reichen.
In bis zu 10 % der Falle ist eine Beeintrachtigung der Knochenheilung zu erkennen,
die zu einer Ausbildung einer Pseudarthrose, mit weitreichenden Folgen fur den
physischen und psychischen Zustand der Patienten, fihren kann. [3-5]

Proximale Femurfrakturen haben besonders mit zunehmendem Alter die hdchste
Pravalenz aller Frakturen. Der aktuelle operative Goldstandard ist die Versorgung
mittels Gammanagel. [6] Aufgrund des demografischen Wandels wird die Gesellschaft
vor eine besondere Herausforderung gestellt, da nicht nur das zunehmende Alter der
Patienten ein Risikofaktor fur Mineralisationsstorungen und ein erhéhtes Frakturrisiko
darstellt, sondern auch durch Erkrankungen wie zum Beispiel Osteoporose und
Diabetes mellitus. Der Knochenstoffwechsel verandert sich und damit erhéht sich auch
das Risiko fur Komplikationen wie Wundheilungsstérungen. [3, 7, 8]

Knochenheilungsstdérungen, im Sinne von atrophen Pseudarthrosen, werden am
besten mit der autologen Spongiosaplastik behandelt. [9] Autologes spongioses
Knochentransplantat bleibt das wirksamste Transplantationsmaterial, da es die drei fur
die Knochenregeneration erforderlichen Elemente Dbereitstellt: Osteokonduktion,
Osteoinduktion und osteogene Zellen. Aul3erdem sorgt es fir die strukturelle Integritat,
die fur die Rekonstruktion gro3erer Defekte wichtig ist. [10]

Obwohl die autogene Transplantation mit mehreren Nachteilen, darunter begrenzter
Knochenmenge, Schmerzen sowie Hamatomen und einer Komplikationsrate von bis
zu 30% verbunden ist, stellt sie weiterhin den Goldstandard dar. [11, 12]

Aufgrund der genannten Komplikationen und der daraus entstehenden Komorbiditaten
forscht man standig nach effizienteren und komplikationsdrmeren Therapieoptionen.
Das Gebiet des Bone Tissue Engineering ist besonders zu benennen. In den letzten
Jahren wurde das Verstandnis der Signalwege der Zellen verbessert, sodass neue
Ansatzpunkte der Therapien aufgenommen werden kdnnen. [13]



Somit ergibt sich in den bisher durchgefuhrten Forschungen noch kein Durchbruch und
es braucht weitere Untersuchungen zum Verstandnis der physiologischen Ablaufe und
damit einhergehend bessere Moglichkeiten der osteosynthetischen Verfahren.

2 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, den Effekt des Bone Sialoproteins (BSP) auf die
Knochenregeneration in einem kritischen Kalottendefekt am Rattenmodell zu
untersuchen. Dabei wird das BSP in verschiedenen Konzentrationen immobilisiert in
Kollagengelen verwendet. Das Modell erfolgt génzlich ohne Verwendung eines
weiteren Knochenersatzmaterials; der Trager der Wachstumsfaktoren ist Kollagen Typ
I. Aufgrund der verschiedenen Gruppen und Konzentrationen soll insbesondere die
qualitative und quantitative Knocheninduktion untersucht werden. Als Positivkontrolle
agiert das bone-morphogenetic protein-7, um einen morphologischen Vergleich zu
erzielen. Es findet sowohl eine qualitative (Histologie) als auch quantitative
Auswertung (UCt-Bilder, Analyse bone volume/total volume) statt.



3 Literaturdiskussion

3.1 Physiologie des Knochens

Die Knochen des Menschen sind besonders zug- und druckfestes Material, welches
dennoch metabolisch hochaktiv und auch in seiner eigenen Struktur dynamisch ist. In
der makroskopischen Betrachtung des Knochens ist zwischen zwei Bauformen zu
unterscheiden: Spongiosa und Kompakta. Die Spongiosa besteht aus dinnen
Trabekeln. Diese haben eine trajektorielle Ausrichtung und in ihren Zwischenrdumen
befindet sich Knochenmark. Diese Art von Knochen befindet sich in den Wirbelkorpern,
den Schéadelknochen, in den proximalen und distalen Enden des Femurs und einigen
Weiteren. Die Kompakta ist die Corticalis der grof3en Réhrenknochen und bis zu 10
mm dick.

Die Zusammensetzung des Knochens lasst sich in Extrazellularmatrix (EZM) und in
die knocheneigenen Zellen unterteilen. Die Matrix besteht hauptséachlich aus
Kollagenfibrillen, die Uberwiegend dem Kollagen Typ | zugehdrig sind. Ein weiterer
grol3er Teil ist Hydroxylapatit, das aufgrund seiner Anordnung als Kristall imponiert.
Einen weiteren, kleineren Anteil bilden Proteine wie Osteocalzin, Sialoproteine,
Proteoglykane und Osteonektin. [14]
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Abbildung 1: BMP-Signalisierungsweg, Aktivierte Smads bilden einen Komplex mit
Smad4 und wandern dann in den Zellkern. Dort exprimieren sie die
Transkriptionsfaktoren. Durch Hochregulierung der Runx2, DIx5 und Osx- Gene
erfolgt die Aktivierung der Differenzierung der Progenitorzellen zu Osteoblasten [15]



Die Zellen des Knochens sind Osteoblasten, welche im Verlauf zu Osteozyten
differenzieren konnen, sowie Osteoklasten. Diese beiden Zellreihen sind im
Zusammenspiel fur den Auf- und Abbau der Knochenstruktur unerlasslich. Die
Osteoblasten leiten sich aus Stammzellen ab. Durch Einwirkung lokaler
Wachstumsfaktoren konnen diese nachgeliefert werden. Zu diesen lokalen
Wachstumsfaktoren zahlt unter anderem das Bone morphogenetic Protein, das Uber
die Aktivierung des Smad-Weges die Runx2 Gene aktiviert. [15] Diese sorgen dafur,
dass aus den mesenchymalen Stammzellen die Osteoblastendifferenzierung
getriggert wird, wie man in der Abb. 1 erkennen kann. Ein weiterer lokaler
Wachstumsfaktor ist der Tumorgrowth-Faktor 3. Dieser ist im Zusammenspiel mit
Parathormon ebenfalls fur die Aktivierung des Runx2 Gens zustandig. Ausgebildete
Osteoblasten synthetisieren zudem Kollagen fur die EZM und steuern die
Mineralisation. Der weitere Differenzierungsweg der Osteoblasten ist verschieden. Bis
zu 20% werden zu Osteozyten, welche eine Vielzahl von Knochenzellen abbilden, die
in den Knochen eingearbeitet werden. Ein weiterer Teil geht in den inaktiven Zustand
zurlick und der Grof3teil geht in die Apoptose Uber.

Osteoklasten sind mehrkernige Zellen, welche durch Fusion einkerniger
Vorlauferzellen entstehen. Sie bilden zum Knochenabbau ein saures Milieu (pH ca.
4,5) durch H+ATPase und werden durch Endosomen aufgenommen. Ein aktiver
Osteoklast hat eine Lebenszeit von ca. zwei Wochen und geht dann in die Apoptose
Uber. Die Aktivierung und Erzeugung von Osteoklasten wird durch Osteoblasten
gesteuert.

Der Knochenaufbau- und -abbau, ist durch viele Faktoren beeinflusst und somit ein
Wechselspiel verschiedener Prozesse. Der physiologische Haushalt kann schnell von
Umweltfaktoren, malignen Erkrankungen oder durch Hormone verandert werden und
somit grolRen Einfluss auf den Abbau des Knochens nehmen. Da die meisten
Veranderungen eine erhohte Aktivierung der Osteoklasten nach sich ziehen, gehen
diese mit einem Abbau des Knochens einher. [15-18]

Der Kalziumphosphathaushalt spielt hier zusatzlich eine wichtige Rolle. Der Knochen
ist trotz seiner stabilen Funktion ein auf der Zellebene dufRerst dynamisches Gewebe
mit stdndigen Auf- und Abbauprozessen. [19] So ist die normale Dynamik des
Knochenaufbau- und -abbaus von immenser Bedeutung fur die Frakturheilung. Diese
Prozesse fungieren ebenfalls zusammen auf hormonell-komplexer Ebene. [20]

3.2 Frakturen — Heilung und Prozesse

Frakturen sind die haufigsten traumatischen Verletzungen des Knochens, welche eine
ganze Kaskade von Prozessen in Gang setzen. Die Frakturheilung lasst sich in eine
naturliche, auch als sekundér bezeichnete, und in eine primare Frakturheilung
unterteilen. Die primare Frakturheilung ist gekennzeichnet durch die operative
Osteosynthese, die beispielsweise mittels Anbringens von Platten und Schrauben an
den Knochen durchgefihrt wird. Es entsteht eine stabile Fixation, in der
Lamellenknochen gebildet werden kann. Dennoch kommt es bei 5 bis 10% aller
Frakturen zu einer fehlerhaften Knochenkonsolidierung, wodurch eine Pseudarthrose
entsteht, welche im nachfolgenden Kapitel definiert wird. [3]
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Abbildung 2: physiologischer Frakturheilungsprozess; blauer Balken: Stoffwechselphasen, brauner Balken:
biologische Stadien [21]

Der Heilungsprozess kann generell in drei Phasen unterteilt werden: die
Entzindungsphase, die Reparaturphase und die Umbauphase. [22] Dabei entsteht
initial eine Zunahme des Zellvolumens aufgrund von einschwemmenden
Stammzellen, die eine Knochen- und Gefalibildung bewirken (siehe Abb. 2). [23, 24]
In der Fruhphase werden eine Vielzahl von Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren ausgeschiittet, welche zu den immunmodulatorischen Mediatoren
zahlen. In Abb. 2 sieht man in der Frihphase das Einwandern der Zellen, die die
Wachstumsfaktoren stimulieren. Sollte es zu einer dauerhaften Reizung des Gewebes
kommen, oder auch zu einer Stérung der Homdoostase, wie es zum Beispiel bei
Rauchern der Fall ist, kann es zu einer chronischen Entziindung kommen. Diese ist
dadurch gekennzeichnet, dass es zu einer dauerhaften Ausschittung von Mediatoren
kommt, was wiederum zu einer fehlerhaften Wundheilung fuhrt. [25, 26]



3.2.1 Pseudarthrosen

Die Pseudarthrose ist die maximale Form der Knochenheilungsstérung. Dieser voran
geht die verzogerte Heilung, auch als ,delayed-union“ bezeichnet, sowie die fehlende
Heilung bzw. ,non-union®. In der Regel spricht man von einer non-union, wenn nach
neun Monaten keine Zeichen der Heilung zu finden sind, welche jedoch abh&ngig von
der Lokalisation der Fraktur sind. In der Literatur wird eine Pseudarthrose als solche
gewertet, wenn der Knochendefekt nicht innerhalb von sechs Monaten (siehe Abb. 3)
verheilt und es zur Zwischenschaltung von inadaquatem Gewebe kommt. Daraus
resultieren eine abnorme Beweglichkeit und Instabilitat. Sie benétigt immer einen
weiteren chirurgischen Handlungsbedarf. [27]
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Abbildung 3: Chronologische Einordnung einer Knochenheilungsstoérung. [28]

Die Pseudarthrose lasst sich unterteilen in eine hypertrophe und eine atrophe Form.
Diese Unterformen stellen nicht nur hinsichtlich ihrer Genese, sondern auch ihrer
Therapie massive Unterschiede dar. Die hypertrophe Stérung geht mit einer
Hypervaskularisation einher und es kommt aufgrund unzureichender Fixation
beziehungsweise minimaler Bewegung zu einer Stérung der Knochenkonsolidierung.
Die Therapie ist die operative Fixation. Die atrophe Form zeichnet sich durch eine
schlechte Revaskularisierung aus. Es kdnnen nekrotische Knochenfragmente und
damit einhergehend Infektionen entstehen. [28] Die Therapie letzterer besteht aus der
autologen Knochentransplantation. Der Vorteil ist die vollkommene Kompatibilitat mit
dem Patienten und die gute Heilungsrate. Aufgrund der Major-Komplikationsraten von
bis zu 8,6%, welche unter anderem Infektionen und Reoperationen darstellen, ist die
Entwicklung von Ersatzmaterialen ein wichtiger Ansatz. [11, 12]

3.3 Angiogenese
Die Angiogenese ist ein komplexer Vorgang, der in den letzten Jahrzenten grol3e
Fortschritte in der Aufschlisselung der Komponenten und deren Zusammenspiel
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erfahren hat, da die Bildung neuer Gefalle ein entscheidender Bestandteil der
Wundheilung ist. Wundheilungsstérungen zéhlen zu einem grof3en Feld der klinischen
Medizin und verursachen neben hohen Kosten auch psychische Belastungen fur

Patienten aufgrund langer Krankheitsverlaufe und unasthetischer Narbenbildung. [29,
30]

Die allgemeinen Phasen der Wundheilung wurden bereits in Kapitel 3.2 beschrieben.

3.3.1 Waundheilung
Die Ausbildung neuer Geféal3e ist essenziell fur die komplikationslose Heilung und

damit auch ein wesentlicher Gegenstand von Untersuchungen mit weiteren
proangiogenetischen Faktoren.

In der naheren Betrachtung der Angiogenese wird die Familie der VEGF immer wieder
in den Mittelpunkt gestellt. Sie sorgen fiur eine erhohte Permeabilitidt, weisen
antiapoptotische Effekte auf die Endothelzellen auf und sind wichtig fiir die Ausbildung
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Abbildung 4. Nach Auflésung der Basalmembran erfolgt der lokale Umbau einhergehend mit
Veranderung der EZM. Der bekannteste und wichtigste Faktor im Rahmen der Angiogenese ist
der vascular endothelial growth Factor (VEGF) auch TGF-, Angiogenin, Angiopoetin und
humane Mastzelltryptase, oder der fibroblast growth factor-spielen eine wichtige Rolle [32]



neuer Gefal3e. [31] So kommt es in der Heilung von Knochenbriichen und in Wunden
primar zur Ausschittung von FGF-1 und 2 und aufgrund der auftretenden
Gewebshypoxie wird VEGF freigesetzt, dass an den VEGF-Rezeptor 2 bindet. Ein
weiterer wichtiger Teil der Angiogenese sind Adahsionsmolekile. Dazu gehoren die
Integrinrezeptoren av3 und avB5. Diese interagieren mit der EZM lber vorhandene
RGD-Bindungstellen der Rezeptoren. [32—-34] Diese Rezeptoren werden in Wunden
hochreguliert und sind kaum an bestehendem unverletztem Gewebe zu finden. [35]
Damit kommt es zur Ausbildung neuer Kapillaren, bis sich ein neues Gefal3 ausbilden
kann.

So werden BSP, das auch die RGD-Sequenz besitzt, positive Effekte in der
Neoangiogenese zugeschrieben. BSP interagiert mit Osteoblasten und Osteoklasten
Uber alpha-beta-Integrinrezeptoren. Es wird angenommen, dass es uber diesen auch
von Endothelzellen exprimierten Rezeptoren zur Forderung der Angiogenese kommt.
[36, 37]

Ein limitierendes Problem des Tissue Engineering ist die Vaskularisierung, die meist
nicht ausreichend ist und zu einer Mangelversorgung an Sauerstoff und N&hrstoffen
fuhrt. [38] Folge der entstehenden Mikrohypoxie kann eine Nekrose des Gewebes mit
Entziindungsreaktion sein. Dadurch kann es zu einer Verzégerung oder gar kompletter
Kompromittierung der Wundheilung kommen. So konnten Xiong et al. in ihrem Review
von 2022 darlegen, welche Signalwege wichtig sind und wieso das sogenannte
immune microenvironment eine Rolle spielen. Unter anderem wurde dort die Rolle des
BMP-2 beschrieben, welches vor allem bei kritischen Knochendefekten produziert
wird. [39] Untersuchungen haben gezeigt, dass bei kleineren Frakturen mit geringer
Weichteilbeteiligung kaum eine Verzégerung der Wundheilung besteht. [40] Ist die
Fraktur jedoch grof3er und der Weichteilschaden dementsprechend grol3, ist es schwer
eine steady state Oxygenierung des verletzten Gewebes zu erreichen. So ist gerade
die Hypoxie des Gewebes ein wichtiger Faktor. Es konnte in einem Review gezeigt
werden, dass stark hypoxische Bedingungen, hier definiert als unter 2% 02, eine
Hemmung der osteogenen Differenzierung zur Folge haben. [41] Dies zeigt, wie
wichtig eine intakte Angiogenese ist.

3.4 Defektmodelle im Tier

Zur Testung von verschiedenen Materialen, die zur Knochenheilung beitragen kénnen,
gibt es diverse Tiermodelle. Die am haufigsten angewandten sind das ,calvarial defect
modell, long bone defect, partial cortical und cancellous defect modell“. [42] Die
verursachten Knochendefekte sind so grof3, dass sie als ,critical size defect®
bezeichnet werden, d.h., dass diese Defekte ohne Behandlung nicht heilen werden.
Die Modelle bieten individuelle Unterschiede, die in der Auswahl Beachtung finden
mussen. McGovern et al. fuhrte dies in ihrer Publikation aus und verglich die
verschiedenen Bone Tissue Engineering (BTE)-Modelle. [43] Die Klinische
Ubertragung jeglicher Ergebnisse im Tiermodell sollte mit Vorsicht erfolgen, da die
physiologische Belastung und Knochenzusammensetzung, sowie endokrinologische
Eigenschaften nur zum Teil Gbereinstimmen. Das Maus- und Rattenmodell sind die
am haufigsten genutzten Tiermodelle im BTE. [44]




3.4.1 Calvarial Defekt Modell

Das Kalottendefektmodell ist eine standardisierte Methode, um eine grof3tmdgliche
Vergleichbarkeit zu erreichen. Es ist in der operativen Methodik einfach durchzufiihren
und hat bei richtiger Anwendung eine geringe Komplikationsrate. Das Modell ist
radiographisch und histologisch gut auszuwerten. Zudem ist es kostengunstiger in der
Haltung und Anschaffung im Vergleich zu Modellen mit groReren Tieren, z.B.
Schweinen oder Hasen. Am haufigsten wird dieses Modell mit Ratten durchgefuhrt.
[42, 45]

Die in dem Modell praparierten Knochen der Schadelkalotte selbst sind dem
embryonalen Mesoderm entsprungen und sind ein aus desmaler Ossifikation
bestehender Knochen. Damit hat dieser Knochen bei einem Defekt eine schlechtere
Heilungstendenz. [46] Die standardisierten Defekte, bei denen keine Spontanheilung
stattfindet, sind bei Ratten entweder 8 mm grof3, als einzelner Defekt, oder 5 mm bei
zwei Defekten. [47, 48]

Zudem tragt die flache, nicht tragende Form des Knochens zur Sicherheit der Methodik
bei. So werden hier keine Schrauben oder Platten bendtigt. [49] Dadurch ist dieses
Verfahren geeignet, um aufgrund der Genauigkeit und Reproduzierbarkeit neue BTE
zu erforschen. [50, 51]

3.5 BSP

BSP gehort zu den kleinen Integrin-bindenden, Liganden-N-gebundenen
Glykoproteinen und wird von verschiedenen Zellen, unter anderem Osteoblasten und
Osteoklasten exprimiert und ist ein wichtiger Teil der extrazellularen Matrix. Dazu
gehoren unter anderem Proteoglykane, Kollagen Typ | und nicht-kollagene Proteine
wie Bone-Sialoprotein. Auch Osteonectin und Osteocalcin spielen eine Rolle in der
extrazellularen Matrix. [52]

Neben dem RGD-Motiv (arginine-glycine-aspartic-acid) (siehe Abb. 5) enthalt die BSP-
Struktur Tyrosin-reiche Regionen, die die Zelladhasion beeinflussen, sowie eine
Kollagen-Bindungssequenz und Glutaminsaure-Regionen. [53, 54] BSP bindet an
Typ-I-Kollagen mit hoher Affinitat und an av 3- und avB 5-Integrine, die die
Zellsignalisierung vermitteln. [52] Eine Abwesenheit von BSP in Knockoutmausen
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Abbildung 5: Bild eines BSP. Gelb: Proteinketten, Blau: Glycane griin: Calciumionen Magenta: RGD-Motiv
(53]



konnte zeigen, dass es die Knochenmineralisation, sowie Neubildung und Resorption
des Knochens beeintrachtigt. [55] In der embryonalen Entwicklung spielt BSP vor
allem in der endochondralen Knochenwachstumsphase eine Rolle.

So ist BSP auch Gegenstand von Untersuchungen zur Verbesserung der
Neoosteogenese und Neovaskularisation mit verschiedenen Implantatmaterialien.
Darunter konnten Effekte auf das Knochenwachstum, die Angiogenese, aber auch
Effekte auf Zellexpression und Differenzierung gezeigt werden. [37, 56-58]

BSP scheint zudem bei der Entstehung von Knochenmetastasen eine Rolle zu spielen.
Es konnte gezeigt werden, dass BSP in einem Mausmodell negative Einflisse auf die
ossére Metastasierung bei Lungenkarzinomen hat. Dies ist hilfreich, um sowohl die
Signalwege von BSP weiter zu verstehen als auch therapeutische Anséatze zu finden.
[59]

3.6 BMP

Die Familie der Bone morphogenetic Proteine wurde zuerst 1988 mit dem BMP-2
entdeckt, der als Wachstumsfaktor der Knochen- und Knorpelbildung identifiziert
wurde. Daraufhin wurden weitere Teile der BMP-Familie untersucht. Die BMPs
regulieren den Knochen- und Knorpelhaushalt und tragen zum Remodeling sowie zur
Regulierung der Zellen bei. Sie sind auf3erdem wichtig fur die Differenzierung und
Apoptose der mesenchymalen Zellen. [60] Sie bilden die grof3te Untergruppe der 3-
Ligandenfamilie mit einer Vielzahl von Effekten, wie zum Beispiel die Differenzierung
der Osteoblasten oder auf die chondrale Entwicklung. In den Knochen werden die
Liganden BMP 2, 3, 4, 5, 6, 7, 13 und 14 exprimiert. Es sind noch weitere bekannt,
welche aber in der aktuellen Forschung wenig Relevanz haben. [61] Der Verlust von
BMP 2 und 4 in der Phase der Entwicklung der Extremitdten von M&ausen hatte
Veranderungen im Phanotyp der Hinterlaufe zur Folge. Es konnte zu dem gezeigt
werden, dass sich die Osteoprogenitorzellen nicht im vollen Umfang zu Osteoblasten
ausbilden kénnen, wahrend BMP 7 kein essenzieller Faktor in der endochondralen
Ossifikation darzustellen scheint. [62, 63]

3.6.1 BMP-2

Ein bekannter physiologischer und starker Wachstumsfaktor der BMP-Familie ist
BMP-2. Dieses bindet an mesenchymale Stammzellen und fordert die Ausbildung von
Osteoblasten und hat zudem einen Einfluss auf die Differenzierung von Adipozyten
und Fibroblasten. [64] In einer Studie von 2002 zeigte sich unter dem Einsatz von
BMP-2 eine beschleunigte Wund- und Frakturheilung bei Tibiafrakturen. [65, 66] Es
unterstreicht damit die zumindest auf den Knochen positiven Effekte in Hinsicht auf die
Knochenkonsolidierung. In der klinischen Anwendung sind die Erfahrungen weiter
begrenzt. Die Anwendung von BMP-2 in Patienten mit Frakturen ist aufgrund der nicht
spezifischen Wirkung zur Differenzierung zu Osteoblasten und mdglichen
Komplikationen in Form einer allergischen Reaktion bis hin zur Atemnot von der Food
and Drug Association nicht mehr zugelassen. [67-69]
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3.6.2 BMP-7

BMP-7 ist wichtig fur die Differenzierung von Osteoblasten und erflllt weitere
Funktionen in der Embryogenese. In diesem Zusammenhang spielt es eine Rolle in
der Regeneration von Knochenstrukturen. So war BMP-7 Gegenstand von
Untersuchungen therapeutischer Optionen. Es konnte in Studien gezeigt werden, dass
BMP-7 einen deutlichen positiven Effekt auf die Knochenregeneration hat. [70, 71]
Probleme ergaben sich jedoch das Protein stabil zu halten und kompatibel mit weiteren
Materialien zur Implantation zu bekommen. [72] Es traten Nebenwirkungen und
Komplikationen auf, wie zum Beispiel ein erhthtes Risiko fur Tumoren [69], so dass
BMP-7 fur den Patientengebrauch nicht mehr zugelassen ist.

3.7 Bone Tissue Engineering (BTE)

Es gibt mittlerweile eine Vielzahl an Materialen, die in Studien als Trager oder
endgultiges Material von Knochenersatz dienen. So bieten beispielsweise Metalle,
Keramik oder polymerisiertes Material verschiedene Vor- und Nachteile aufgrund ihrer
unterschiedlichen Wechselwirkungen, die sich hauptsachlich aus der Kompatibilitat
der Beschaffenheit der Oberflache ergeben. [73] Jedes Ersatzmaterial muss mit dem
physiologischen Milieu kompatibel sein, um keine Fremdreaktion auszulésen und
damit weitreichende pathologische Vorgéange zu aktivieren. [74, 75]

Interconnectivity

Pore size

Porosity

Pore geometry
Abbildung 6 Schemenhaftes Bild zur Veranschaulichung der Eigenschaften eines BTE [75]
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Es gibt Eigenschaften, die jedes BTE (Abb. 6) vorweisen muss. Dazu gehdren
1. Poren unterschiedlicher GroRRe
2. Die Beschaffenheit des Materials
3. Die Anzahl der Poren im Verhaltnis zur Oberflache
4. Die Mdglichkeit sich mit der Umgebung zu verbinden [76]

Die Wahl der Grol3e der Poren ist essenziell, um den Stammzellen im Knochen sowohl
eine ausreichende Stabilitat als auch den maximalen Kontakt mit der Umgebung zu
geben. [77] Die richtige Gro3e der Poren muss an die Fragestellung angepasst sein,
da verschiedene GroR3en einen unterschiedlichen Effekt im positiven oder negativen
Sinne haben kdnnen. [78]

Die Oberflache hat im besten Fall schon Eigenschaften, die selbst mit der Umgebung
wie beispielsweise der EZM interagieren konnen oder haben die Eigenschaft sich
modifizieren zu lassen, um positive Eigenschaften auf die Umgebung zu haben.

Die Porositat liegt je nach Anforderung zwischen 50% und 80%. Eine héhere Porositéat
sorgt fir eine bessere Ausbreitung der Zellen, eine geringere sorgt fir eine hdhere
Stabilitat. [79, 80]

3.7.1 Keramik

In der Chirurgie hat Keramik aufgrund seiner mechanischen Eigenschaften viele
Anwendungen. Dazu gehoéren der Femurkopfersatz und Zahnkronen, die schon lange
Bestandteil der Implantologie sind. Jedoch bieten Keramikimplantate in diesen
Anwendungsgebieten keine Moglichkeit, mit dem Korper zu interagieren und die
Osteoinduktion zu férdern. [81] Um mit den Zellen des Kérpers zu interagieren, muss
das Keramikmaterial verandert werden, z.B. indem man es mit Calciumphosphat
mischt. [82, 83] Hier gilt es, die Herausforderung von mechanischer Stabilitdt und
Porositat zu meistern, weshalb sie aktuell noch einen eingeschrankten Nutzen als BTE
haben.

3.7.2 Polymere
Polymere kdnnen aus Kollagenen, Alginaten oder Chitosan bestehen und als BTE

genutzt werden. Da die EZM des Knochens hauptséchlich aus Kollagen Typ | besteht,
bietet es sich als Geriist an. In Studien mit Kollagen konnte gezeigt werden, dass
Kollagen einen positiven Effekt auf die Knochenheilung hat. [84, 85] Kollagen lasst
sich zu dem einfach mit anderen Materialien kombinieren und ist damit ein idealer
Trager fur Proteine oder Zellen. [86] So konnten auch schon mit BMP-7 versetzte
Adenoviren mit Polymeren verbunden werden. [87] Das Potenzial der Kombinationen
ist noch nicht absehbar und bedarf weiterer Untersuchungen.

In Tiermodellen wurde im Zusammenhang mit Chitosan eine verbesserte
Knochenregenration nachgewiesen. Es hat auch zudem die Eigenschatft,
Wachstumsfaktoren oder Proteine aufzunehmen. [88, 89]
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3.7.3 Metalle

Aufgrund der Lebensdauer und Oberflacheneigenschaften werden metallische
Implantate besonders am Patienten sehr haufig angewendet, wenn es zu einer
Fixierung von Knochen kommen soll. Ein deutlicher Nachteil der Metalle ist die
fehlende Anpassung an die mechanischen Eigenschaften des Knochens und kann so
zu Lockerungen und Entzundungsreaktionen kommen. [73, 90] BTE findet in der
Forschung der metallischen Legierungen immer haufigere Anwendungen.
Insbesondere Zink, Eisen und Magnesium sind bioresorbierbar. Zudem haben sie
antibakterielle und antimykotische und positive regenerative Eigenschaften. [91]

3.7.4 Kollagen Typ |

Es besitzt eine komplexe hierarchische Struktur bestehend aus zwei identischen
alpha-1-Ketten und einer alpha-2-Kette (siehe Abb. 7), die hauptséchlich aus den
Aminosauren Glycin, Prolin und Hydroxyprolin bestehen und sich zu einer Tripelhelix
zusammenlagern. Diese alpha-Ketten besitzen ein RGD-Motiv und sind aufgrund ihrer
funktionellen Gruppen gut modifizierbar. [52, 92]

(a) Pro-a peptide chains (d) Tropocollagen

s T W e XRRRBBEH
a2(I) F AN DA N Self-assembly

Self-assembly

Collagen fibril
= —-
(b) Procollagen (e) {— =

Procollagen Self-assembly
peptidase
i Type I collagen
() Tropocollagen (f) fiber

— -

e BEBEEEELEELE > —

Loose termini removed

AN A

Abbildung 7: Aufbau von Kollagen Typ I. (a) drei alpha Ketten die sich zu zusammenlagern (b). (c-f) nach
Modifikation erfolgt die zusammen Lagerung zu Kollagen Typ I. [52]
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In der EZM des Menschen ist Kollagen Typ | am haufigsten vertreten. Dieser Typ
kommt vor allem in Knochen vor und beeinflusst dort den Zellstoffwechsel. Kollagen
Typ | hat den Vorteil, dass es biologisch abbaubar ist und selten zu
AbstoRungsreaktionen fuhrt. Zudem hat es eine hohe Porositat und bietet somit eine
hervorragende Grundlage fir eine gute Angiogenese. [93]

Aufgrund der genannten Eigenschaften und der guten Kompatibilitat mit BSP
entschieden wir uns fur Kollagen Typ | als BTE.
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4  Material und Methoden

4.1 Herstellung der Kollagen-Gele

Die Basis aller Versuchsreihen waren Kollagengele aus Kollagen Typ I. Diese dienten
als Tragermaterial fur die jeweiligen Proteine. Erst der Zusatz des jeweiligen BSP oder
BMP-7 definierte das Gel.

Die Kollagene wurden streng nach Protokoll hergestellt. Daftir wurden die gekihlten
Substanzen auf Eis zusammengemischt, da diese bei héheren Temperaturen in eine
feste Form Ubergehen.

Das beinhaltete die Herstellung von 3 mg/ml Kollagen Typ I, bestehend aus dem
zehnfach konzentriertem Medium199, 6% NaHCO3 (7,5%ig) und 2,5% NaOH (1M),
16,5%igem Aqua dest. Damit ergab sich eine Konzentration des Kollagens von 3
mg/ml. Durch das Aqua dest. wurde die gewiinschte Viskositat erreicht.

BSP wurde mit einer Konzentration von 0,5 pg/ml oder 5 ug/l direkt in die Gele
gegeben. BMP-7 wurde mit einer Konzentration von 2ug/ml hinzugeftigt. 1 ml der
Suspension wurden daraufhin auf einer 96 Wells Platte ausgegossen (siehe Abb. 8),
welche unter Raumtemperatur aushartete. Das Fullvolumen je ausgegossenem Gel
betrug damit 75 pl.

Abbildung 8: 96 Wells Platte, teilweise mit Kollagen-Gel befullt
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4.2 Invivo Untersuchung
Der Tierversuch wurde vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz mit der
Tierversuchsantragsnummer G17-1-055 genehmigt.

Zur Untersuchungsreihe wurden 48 zehn Wochen alte Ratten der Wistarlinie (Janvier,
France) verwendet und drei Tage vor der Operation akklimatisiert.

Die ausschlie3lich weiblichen Tiere wurden zu viert in Kafigen mit Tag- und
Nachtrhythmus gehalten. Die Futtergabe und Pflege erfolgten durch ausgebildetes
Personal. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser. Fur die postoperative
Schmerzbehandlung wurden 1000 ml normales Leitungswasser mit 80 Huben
Tramadol versetzt. Um die Tiere an den Geschmack und Geruch des Wassers zu
gewoOhnen, wurde drei Tage vor OP begonnen sie damit zu versorgen.

Die Abbruchkriterien fur den Versuch waren ein Gewichtsverlust von utber 20%,
abnormales Verhalten (z.B. stark verminderte Nahrungs- und Flissigkeitsaufnahme,
struppiges Fell), sowie andauernde Schmerzen (Einschrankung der Bewegung,
Verhalten) der Tiere. Um eine bessere Bewertung vornehmen zu kdnnen erfolgte die
Erstellung eines Score Sheets mit folgenden Kriterien:

Score sheet fir Abbruchkriterien:

Symptom Kategorie

struppiges Fell A

stark verminderte Nahrungs- und| B
Flissigkeitsaufnahme

Gewichtsverlust Gber 20 % B/C
Einschrankung der Bewegung B
andauernde Schmerzen B/C

A: Versuchsleiter ist zu informieren. Qualitative und ausreichend frequente
Beobachtung ist durchzuftihren.

B: Das Tier muss dem Tierarzt vorgestellt werden.

C: Das Tier muss unverzuglich getotet werden.

Eine solche Auffalligkeit wurde zu keinem Zeitpunkt beobachtet.
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4.2.1 Herstellen einer Narkoselésung

Die Narkose wurde zu je drei Teilen — Fentanyl, Midazolam, Medetomidin — in einem
festen Mischungsverhéltnis angesetzt und in Abhéangigkeit zum Gewicht verabreicht.
Die Verdiunnung erfolgte mit 0,9% Natriumchlorid®. Dieses Verhaltnis der
Narkoseldsung war ausreichend, um die Tiere bei einmaliger Injektion zu sedieren. Fur
eine 300g schwere Ratte ergab sich somit ein Injektionsvolumen von 500pl.

Wirkstoff Konzentration der Stammlésung Dosierung

Midazolam* 5Smg/mi 5 mg/kg KG

Medetomidin?  1mg/ml 500 ug/kg KG

Fentanyl® 50ug/ml 50 pg/kg KG
1Midazolam,  (Midazolam-ratiopharm  15mg/3ml,  ratiopharm  GmbH, Ulm,  Germany)
2Medetomidin, (Dorbene vet 1mg/ml, Fort Dodge Veterinar GmbH, Woirselen, Germany)
3Fentanyl, (Fentanyl-Janssen  0,1mg/2ml, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Germany)

4lsotone Kochsalzlésung, (NaCl 0,9%, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany)

4.2.2 Herstellen der Antagonisierungslésung

Damit die Tiere postoperativ schneller wach wurden, gaben wir den Tieren ein Antidot
bestehend aus Flumazenil zur Antagonisierung des Benzodiazepins (Midazolam) und
Atipamezol zur Antagonisierung des Sedativums (Medetomidin). Diese wurden in
einem festen Mischungsverhaltnis gewichtsadaptiert gegeben.
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4.2.3 Operationsbereich

Der Operationsbereich wurde vor jeder Anwendung desinfiziert und mit sterilen
Abdecktiichern vorbereitet. In der Mitte des Tischs befand sich die Warmeplatte, die
auf 37,0° eingestellt wurde und mit einem sterilen Abdecktuch versehen war.
Samtliche Instrumente und Materialien wurden auf dem Tisch platziert (siehe Abb 9).
Die Tierkafige wurden aus Platz- und Hygienegriinden auf einem separaten Tisch
platziert. Die kompletten Tabellen der benutzten Materialen befinden sich in Kapitel 8.

Abbildung 9: Materialansicht
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4.2.4 Narkoseeinleitung

Die Narkose wurde den Ratten Uber eine Peritonealinjektion verabreicht. Nach
erfolgter Narkoseeinleitung wurden die Ratten in ein separates Behaltnis gesetzt, um
die anderen Tiere nicht zu verunsichern. Nachdem die Tiere eingeschlafen waren,
legten wir diese zeitnah auf die Warmeplatte, um den Warmehaushalt zu sichern (Abb.
10). Um sicher zu gehen, dass die Tiere operationsgeeignet sediert waren, wurde die
stark sensibel innervierte Haut zwischen den Krallen der Hinterlaufe als Reflexmarker
genommen und regelmaf3ig mit einer Pinzette getestet, bis die Tiere keine Reaktion
mehr zeigten, was nach ca. 5 Minuten der Fall war.

B '
Abbildung 10: Narkotisierte Ratten mit rasiertem Schadel unmittelbar vor der Operation

Wahrend der Narkose sind alle Schutzreflexe aufgehoben, so dass im Speziellen die
Kornea vor Austrocknung und Schéadigung geschitzt werden musste. Des Weiteren
wirkte das bei der Hautdesinfektion verwendete Braunol aggressiv auf die Hornhaut,
weshalb Bepanthen Wund- und Heilsalbe auf die Augenoberflache aufgetragen wurde,
um diese zu schiitzen und vor Austrocknung zu bewahren.

4.2.5 Desinfektion

Zur besseren Desinfektion des zu operierenden Areals wurde den Tieren nach Gabe
des Narkotikums das Fell mit einem Trockenrasierer entfernt, um eine bessere
Hautdesinfektion zu gewahrleisten. Danach wurde das OP-Gebiet mehrmals mit
Braunol desinfiziert, um die Infektionsgefahr bestmdglich zu reduzieren.
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4.2.6 Operation
Damit die Tiere moglichst wenig Stress ausgesetzt waren, wurde versucht die OP- Zeit

moglichst gering zu halten. Dies wurde mit einer Arbeitsteilung der Operateure
erreicht. Von dem ersten Schnitt bis zu Hautnaht dauerte es ca. 20 Min pro Tier.

Vor dem ersten Schnitt wurde nochmals die Narkosetiefe mittels Reflexe getestet. Die
Schnittfiihrung erfolgte mdglichst in der Mediansagittallinie und so wenig invasiv

1 AN N

Abbildung 11: A: vollstdndiges Knochenfragment eines gesetzten Defektes; B: beide Defekte unter
Schonung des Sinus sagitalis
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Abbildung 12: Implantation der Ersatzstruktur
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wie mdglich. Nach dem Hautschnitt erfolgte der Schnitt durch die Kopfschwarte, um
beide Os parietale freizulegen. Vor dem Bohrvorgang wurde das Periost mit Lidocain
betraufelt und abermals der Reflex getestet, um die Narkosetiefe zu gewahrleisten.
Die Defekte wurden je links und rechts des Sinus sagittalis superior gesetzt, um eine
grol3ere Blutung zu vermeiden. Durchgefuhrt wurde der Vorgang mit einer Frase, die
ein Zirkuliermesser mit einem Aul3endurchmesser von 5 mm hatte.

Um das Risiko thermischer Schaden zu reduzieren, wurde wahrend des Bohrvorgangs
das Gebiet mit isotonischer Kochsalzlésung benetzt. Die Hohlfrése wurde unter
leichtem Druck aufgesetzt. Um Verletzungen zu vermeiden, erfolgte eine
intermittierende Prufung der Defekte auf eine ausreichende Tiefe. Sobald der Knochen
losgel6st war, wurde dieser mit Hilfe des Dissektors und einer feinen Pinzette entfernt
(Abb. 11A). Dabei wurde darauf geachtet, dass die Dura mater intakt blieb und kleinste
Knochenstickchen entfernt wurden. Das zweite Bohrloch wurde aufgrund von
Platzgriinden und zur Schonung des Sinus sagittalis kontralateral und leicht diagonal
versetzt platziert (Abb. 11B), mit der gleichen Vorgehensweise wie beim vorherigen
Defekt.

Intakte GefalRzeichnungen der Dura mater wurden als Indizien einer intakten Membran
angesehen.

Trotz aller Risikominimierungen war das gro3te Problem die Gefahr der Verletzung
der Dura mater und damit verbunden die Schaden des neuronalen Gewebes. Kam es
zu solchen Verletzungen, wurde ausgiebig mit 0,9%-NaCl-Losung gespult, um die
Tiere zu stabilisieren, aber auch, um maogliche Stérquellen gering zu halten.

Vor der Implantation der Gele selbst, wurde der Defekt nochmals genau begutachtet,
um beurteilen zu kénnen, ob am Rande des Defektes noch Knochen vorhanden war,
der nachgefrast werden musste. Zusétzlich wurde die zugefugte Wunde mit 0,9%-
NaCl-L6sung gespdlt, um auch geringste Knochenfragmente und somit unerwiinschte
Ossifikationsquellen zu entfernen. Anschlieend wurde das Gel eingesetzt und auf
zentralen Sitz gepruft, damit es in direktem Kontakt mit dem Knochen stand (Abb. 12).

Die Versorgung des Schnitts erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde die Kopfschwarte
mit Einzelknopfnahten adaptiert, damit die Hautnahte spannungsfreier waren. Dafur
wurde das Nahtmaterial Vicryl Plus ungefarbt geflochtene 4-0 resorbierbar verwendet.
Die Hautndhte wurden mit monofilem, nicht-resorbierbarem 4-0 Nahtmaterial in
Einzelknopftechnik versorgt (Abb.13A und B). Nachdem die Wunde zugen&ht war,
wurden die Tiere wieder zurilick auf die Warmeplatte gelegt, um weitere Auskihlungen
zu vermeiden.

Die Tiere wurden anschlieBRend mit Flumazenil und Atipamezolan subkutan
antagonisiert, damit die Aufwachphase verkirzt wurde und damit eine erste
neurologische Beurteilung nach mdglichen Verletzungen vorgenommen werden
konnte. Ferner konnte dadurch ein verbesserter Warmehaushalt gewahrleistet
werden, da die Tiere wieder in ihren normalen Stoffwechsel zurtickkehrten. Die Tiere
wurden anschlieRend gemeinsam und aneinandergereint in den Kafig gelegt und
zugedeckt. Bis zum Aufwachen aller Tiere blieben diese unter Beobachtung.
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Abbildung 13 A: Fasziennaht; B: Hautnaht mit kompletter Adaption der Wundstellen

4.3 Einteilung der Gruppen

4.3.1 Leerkontrolle

Um eine Beurteilung des kritischen Defekts ohne jegliche Unterstitzung durch das
Kollagen Scaffold zu beurteilen, gab es eine Gruppe, der nur der kritische Defekt
zugesetzt wurde, aber kein Gel eingesetzt wurde. Eine solche Versuchsgruppe zeigt
die mdoglichen Auswirkungen des kritischen Defektes selbst, ohne jegliche
Behandlung. Die Nachsorge der Tiere unterschied sich nicht zu der aller anderer Tiere.

4.3.2 Kollagengel
Die Gruppe der Kollagengele bestand aus unbehandelten Kollagengelen. Diese

enthielten keine Wachstumsfaktoren, sodass die Auswirkungen der Kollagengele als
solche interpretiert werden konnten und diese von der Wirkung der Zusatze
unterschieden werden konnten.

4.3.3 BSP

Das Hinzufligen des BSP erfolgte in einer Konzentration fur die 5pug/ml und mit 0,5
pg/ml. In der Folge wurden diese Ebenso wie die BMP-7 Gele erst kurz vor
Zusammensetzung hinzugefugt, um Stdrquellen zu vermeiden.
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4.3.4 Positivkontrolle/BMP-7

Das BMP-7 wurde mittels Aqua dest. aufgeldst, so dass eine Konzentration von 2ug/ml
in den Gelen bestand. Diese wurden exakt nach Angaben des Herstellers verarbeitet.
Damit Zeit und Warme nur einen geringen Einfluss auf die BMP-7 versetzten Gele
hatten, erfolgte die Zusammensetzung erst kurz vor Implantation. BMP-7 als potenter
Wachstumsfaktor wurde in vielen Tiermodellen benutzt und hat sich als gute Referenz
bewahrt. Eine klare Konzentration in der Literatur ist nicht beschrieben, eher herrscht
eine unterschiedliche Bandbreite von Konzentrationen in der Anwendung.

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D Gruppe E
Leerkontrolle Kollagengel Kollagengel + | Kollagengel + | Kollagengel +
ohne Zusatz 0,5 ug BSP 5 ug BSP 2 ug BMP-7

Tabelle 1: Ubersicht der Gruppen

4.3.5 Komplikationen

Aufgrund der zwei gesetzten Defekte jenseits des Sinus sagittalis kam es intraoperativ
zu keinen grofReren Blutungen und nur sehr selten zu Verletzungen der Dura. Wahrend
der ersten postoperativen Tage wurden die Tiere taglich begutachtet. Spatestens 24
Stunden nach der OP waren die Nebenwirkungen der Narkose aufgehoben. Die
Schmerztherapie der Tiere war suffizient, so dass keines der Tiere postoperative
Einschrankungen der Mobilitdt und Ernahrung hatte. Es traten keine postoperativen
Infektionen oder Nahtinsuffizienzen auf.

4.4 Entnahme der Gewebeproben

Die Totung der Ratten erfolgte in zwei Gruppen, einmal nach drei Wochen und einmal
nach acht Wochen. Die Toétung der Tiere erfolgte durch CO2. Durch die Uberdosierung
des Gases kam es zu einer raschen Atemdepression und damit zur Asphyxie, womit
der schmerzlose Tod gewahrleistet war.

Danach wurde die Ratte auf einem Abdecktuch gelagert, mit einem Trockenrasierer
wurde ihr der Kopf rasiert und in mehreren Durchgangen mit Enthaarungscreme
eingeschmiert, so lange bis alle Haare entfernt waren. Im Anschluss daran wurde mit
Skalpell und grober Praparierschere auf Hohe des ersten Halswirbels der Kopf
entfernt. Zur einfacheren Lagerung des Schadels in 3,7%iger Formaldehydlésung
wurden die Kaumuskeln, restliche Nackenmuskulatur, Ohren und der Unterkiefer
entfernt. Die Dauer der Lagerung im Formaldehyd betrug mindestens drei Tage.

Ausgenommen von dieser Art des Todes sind die Tiere mit acht Wochen Standzeit,
die fur die Microfil-Praparation vorgesehen waren.
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4.4.1 Praparation
Um den Schéadel optimal im mikro-CT(u-CT)-Gerat zu platzieren, wurde das Praparat

weiter zugeschnitten. Daflur wurde der Schadel mit Skalpell und kleiner Sage kurz
hinter den Augen am Os frontale und am Os occipitale bearbeitet. Um die HOhe des
Schadels zu verringern, wurde der harte Gaumen entfernt, wodurch eine anndhernd
plane Flache erreicht werden konnte, damit der Schadel im u-CT eine ordentliche Lage
hatte.

4.5 Radiologische Erfassung des neo-ossifizierten Gewebes
Als bildgebende Diagnostik dienten Rontgenbilder der Schadel im Verlauf des
Versuchs und die computertomographische Darstellung zum Ende des Versuchs.

4.5.1 Rdntgenkontrolle

Postoperativ wurden alle Tiere gerontgt. Von jeder Gruppe wurden zwei Tiere
ausgewabhlt, die einmal pro Woche gerontgt wurden, um zu schauen, ob und welche
rontgenologischen Veranderungen zu finden waren. Dabei wurde darauf geachtet,
dass mindestens ein Defekt deutlich zu sehen war und dieser auch im Verlauf immer
wieder gut abgebildet wurde, um einen ersten Eindruck Uber die quantitative
Ossifikation zu erhalten. Dafur wurden die jeweiligen Tiere einmal pro Woche in
Narkose gelegt, um sie dann fur die réntgenologische Untersuchung auszurichten.

Leerdefekts; Pfeile zeigen direkt auf Defekt
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4.5.2 puCT-Untersuchung

Die Entwicklung von Knochengewebe wurde anhand eines hochauflosenden
Mikrocomputertomographie-Scanners (LCT) (Modell CT 40, SCANCO Medical AG,
Bruttisellen, Schweiz) untersucht. Fur die pCT-Analysen wurden Parameter von 70 kV
und 114 pAmp verwendet, wobei die VoxelgroRe auf 30 uym festgelegt wurde. Die
erfassten Daten wurden mittels ImageJ analysiert, wobei das BoneJ-Plugin speziell
zur Bestimmung der Knochenvolumen/Gesamtvolumen-Fraktion (BV/TV) eingesetzt
wurde.

4.6 Histologie
Die histologische Untersuchung wurde an allen Tieren durchgefiihrt, es wurden

allgemein- und immunhistochemische Farbungen angewandt.

4.6.1 Vorbereitungen

Um die Schnitte optimal herzustellen, wurden die Praparate Gber einen Zeitraum von
14-21 Tagen in einer 10%igen EDTA-L6sung entkalkt. Nach der Entkalkung wurden
diese dann auf die endgultige Grol3e von ca. 2 x 2 cm fur die Paraffinbettung
zugeschnitten und in die aus Kunststoff bestehenden Kapseln eingeschlossen.
Anschlie3end wurden diese zur Vorbereitung auf die kommende Dehydrierung mit
Aqua dest. gewassert. Nach ca. 24 Stunden wurden die Kapseln samt Inhalt dem
Einbettautomaten Ubergeben, um dort dann dehydriert und paraffiniert zu werden.

Es folgte das Kihlen des Paraffinblockes, um anschlielend unter Einsatz des
Schlittenmikrotoms histologische Schnitte von jeweils 5 um Dicke zu erstellen. Jeder
11. Schnitt wurde behalten und auf einen Objekttrager gebettet. Die Schnitte
dazwischen wurden verworfen. Um die Farbungen vornehmen zu kénnen, mussten
die Schnitte wieder entparaffinert werden, was mit Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe erfolgte.

Entparaffinierung

3 x 10Min Xylol

5Min 100% Alkohol

5Min 96% Alkohol (Mischung mit Aqua dest.)
5Min 70% Alkohol (Mischung mit Aqua dest.)
5Min 50% Alkohol (Mischung mit Aqua dest.)

bis zur Farbung Aqua

Tabelle 2: Vorgehensweise der Entparaffinierung
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4.6.2 _Hamatotoxylin- Eosin-Farbung

Die HE-Farbung ist als Ubersichtsfarbung geeignet und zahlt zum histologischen
Standard. Hierbei wird der naturliche basische Farbstoff Hamatoxylin eingesetzt, der
saure und basophile Strukturen anfarbt und dazu fuhrt, dass vor allem DNA und auch
das raue Endoplasmatische Retikulum inklusive der Ribosomen eine blaue Farbung
erhalten. Das kunstlich hergestellte Eosin wird im Gegensatz dazu genutzt, um
azidophile Strukturen anzufarben. Dieses farbt somit Mitochondrien, Cytoplasma und
Kollagen. Ein dazu erstelltes Farbeprotokoll sorgte somit fur eine einheitliche Farbung.
(Siehe Tab. 3) [94]

HE-Farbung

Entparaffinierte Schnitte

5-7 min Hamalaun

10 min FlieBendes Blauen mit Leitungswasser

3 min Eosin G 0,5%, wassrig + 1 TR. Eisessig auf 100 ml Lésung
Kurzes

Abspulen Aqua dest.

Differenzieren mit aufsteigender Alkoholreihe; 70%, 2 x 96%, 2 x 100%
30 min Zwischenschritt mit Xylol, mit zweifachem erneuern

Eindecken mit Cytoseal

Tabelle 3: HE-Farbeprotokoll

4.6.3 Elastica van Gieson (EvG)

Diese Farbung erfolgte vor allem fur Anfarbung der GefaBwéande und auch der
kollagenen Fasern. Die histologischen Schnitte wurden fir 5 min in Hamatoxylin
gebadet und anschlieRend fir 10 min in destilliertes Wasser gelegt. AnschlieBend
erfolgt die Farbung mit Resorcin-Fuchsin, um danach erneut wieder fir 10 min in
destilliertem Wasser eingelegt zu werden. Dann erfolgt die letzte F&rbung in
Pikrinsdure-Saurefuchsin fir 5 min, um anschlieend in einer Alkoholreihe die Farbung
zu beenden. Durch diese Farbung wurden die Kollagen- und Knochenstruktur grin
und blau angefarbt. [95] In Tab. 4 ist das Farbeprotokoll zu sehen.
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Elastica van Gieson Farbung
Entparaffinierte Schnitte

20-30 min Resorcin- Fucsin

10 min Aqua dest.
Kurz Ethanol 80%
2-3 min Hamatoxylin
Kurzes
A t.
Abspllen qua des
5 min Pikrinsdure-Saurefuchsin

Differenzieren mit aufsteigender Alkoholreihe; 70%, 2 x 96%, 2 x 100%
30 min Zwischenschritt mit Xylol, mit zweifachem erneuern

Eindecken mit Cytoseal

Tabelle 4: EvG-Farbeprotokoll

4.6.4 Masson-Goldner-Trichrom-Féarbung (MGT)

Die MGT-Farbung wird vor allem zur Differenzierung von Gewebsbestandteilen
eingesetzt. Insbesondere Knochen, Bindegewebe und Muskulatur als solche, lassen
sich gut unterscheiden. Die hierzu eingesetzten Farbstoffe haben ein
unterschiedliches Spektrum. Wahrend das bei der HE-Farbung eingesetzte
Hamatoxylin die Zellkerne anfarbt, sorgt die Ponceau-Saurefuchsin-Losung im
Zusammenspiel mit der Phosphorwolframsaure-Orange G Ldsung und Lichtgrin far
eine unterschiedliche Darstellung der Bindegewebebestandteile. [96] Das Protokoll
der Farbung ist Tab. 5 zu entnehmen
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Masson-Goldner-Trichrom-Farbung
Entparaffinierte Schnitte
5 min Hamatoxylin nach Weigert
Sekunden Aqua dest.
10-15 min Blauen unter Leitungswasser

Sekunden Aqua dest.

20-30 s Spulen mit 1% Essigsaure

10 min Inkubation in Ponceau-S-Losung (Goldner I)

20-30 s Spulen mit 1% Essigsaure

10 min Inkubation in Phosphorwolframséure-Orange G Lésung (Goldner II)
20-30 s Spulen mit 1% Essigséaure

10 min Inkubation in Lichtgriin-Lésung

20-30 s Spulen mit 1% Essigsaure

Sekunden Aqua dest.
Differenzieren mit aufsteigender Alkoholreihe; 70%, 2 x 96%, 2 x 100%
15 min Zwischenschritt mit Xylol, mit zweifachem erneuern

Eindecken mit Cytoseal

Tabelle 5: MGT-Farbeprotokoll

4.6.5 Immunhistologische Farbungen

Die Immunhistochemische Untersuchung mit dem CD31, auch bekannt als PECAM-1
(Thrombozyten-Endothelzell-Adhésionsmolekil-1), erfolgt vor allem als Marker der
Angiogenese. CD31 wird auf der Oberflache von Endothelzellen und in geringerem
MalRe auf einer Reihe von hamatopoetischen Zellen wie Thrombozyten, Monozyten,
Neutrophilen und T-Zell-Subtypen exprimiert. [97] Die Farbung fand in dem Verhéltnis
von 1:50 statt. Der Ablauf der Farbung ist in Tab. 6 zu entnehmen. Durch die
Bearbeitung des Schnitts mit Proteinkinase K wurden Membranen und Proteine
angedaut, was zu einer besseren Antigendemaskierung fuhrte. Nach Behandlung
durch den Primarantikérper CD31, wurde in dieser Zwei-Schritt-Methode ein
Sekundéarantikorper, der eine hohe Biotinylierung aufweist, hinzugefiigt. In der Folge
wurde der Schnitt mit Streptavidin behandelt, damit der Primarantikorper detektiert
werden konnte. Dadurch kam es im Weiteren zu einer braunlichen Ausféllung des

29



Chromogens. [98] Zum Schluss erfolgte eine Gegenfarbung mittels Hamatoxylin zur
weiteren Differenzierung der Zellkerne.

10 min
5minx 2
30 min

5minx 2

30 min

5minx 2

10 min

5minx 2

10 min

5minx 2

5 min

20 sec

3 min

10 min

Immunhistochemische Farbung

Entparaffinierte Schnitte

Proteinkinase K

Dilbecco’s Phosphat Buffered Saline (DPBS)
3 % H-20;

DPBS

Transfer in den Sequenza

10 % Horse Serum
Primarantikérper CD31 1:50 Inkubation Gber Nacht bei 4°C

DPBS

Sekundarantikorper Biotinylated Link
(Ziegen-Anti-Maus und Ziegen-Anti-Kaninchen-Immunglobuline)

DPBS
Streptavidin-konjugiert mit Meerrettichperoxidase (HRP)

DPBS

3-3‘-Diaminobenzidin (DAB)- Chromogen
Destilliertes Wasser

Hamatoxylin

Blauen unter Leitungswasser

Tabelle 6: CD-31 Farbeprotokoll

4.7 Anwendung des Microfil

Ein Teil der Tiere mit acht Wochen Standzeit wurde zusatzlich mit Microfil prapariert.
Zum Einsatz kamen hierfir ein Mehrkomponentengemisch von Microfil. Dieses
bestand aus dem Diluent, Compound und Curing Agent. Es erfolgte die
Zusammenmischung von 7,5 ml Diluent mit 6 ml Compound. Unmittelbar vor der
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Perfusion erfolgte die Zugabe von 4 ml des Curing Agent. Nach der Zugabe des Curing
Agent erfolgte die schnelle Verarbeitung, da das Gemisch nach ca. 20 min aushértet.

4.7.1 Vorbereitung
Zur Vorbereitung wurden alle dafir vorgesehenen Komponenten auf dem

Prapariertisch platziert. Da das Microfil sehr adharent und toxisch war, musste der
Tisch mit Abdecktichern ausstaffiert werden und es erfolgte das Anziehen eines
zweiten Paar Handschuhe zum Schutz. Die zu benutzenden Utensilien sind der
Abbildung 15 zu entnehmen.

Abbildung 15: Bereitgestellte Utensilien zur Praparation des Microfil

4.7.2 Intervention

Da dieses Verfahren fir die Tiere todlich ist und dennoch eine Schmerzlosigkeit
gewahrleistet werden muss, wurden die Tiere mit dem gleichen Narkotikumgemisch
wie bei der Operation per Intraperitonealinjektion sediert, jedoch in mindestens
doppelter Dosis, so dass dieses auch potenziell tédlich fiir die Tiere war. Nach der
Gabe des Medikamentes, wurde gewartet, bis der Reflex an den Hinterlaufen
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erloschen war. Die Ratte wurde dann mit Hilfe von vier Kantlen, an jeder Pfote eine,
auf dem Styropor fixiert. Es musste schnell gearbeitet werden, da fur die Applikation
des Microfil noch ein intakter Kreislauf bendtigt wurde.

Um keine inneren Organe zu verletzen, wurde die Blase palpiert und tGber der Blase
zur besseren Sicht auf das Gewebe das Fell entfernt. Danach wurde in der
Mediansagittalebene ein 1,5 — 2 cm grol3er Hautschnitt gesetzt, wobei sehr genau
darauf geachtet wurde, dass keine inneren Organe verletzt werden. Dazu wurde die
Haut mit einer Pinzette auf Spannung gebracht. Nach erfolgreicher Eréffnung der
Peritonealhdhle, wurde eine scharfe Schere eingesetzt, um das Fell bis zum Hals zu
er6ffnen. Dies wurde weiter nach lateral unterminiert, so dass es nicht im
Behandlungsgebiet storte. Jetzt lag der Brustkorb frei und die Sicht aufs Zwerchfell
war gegeben.

Anschliel3end wurde die Brusthohle per Stichinzision ins Zwerchfell erdffnet, damit jetzt
per Schere die Rippen in HOhe der vorderen Axillarlinie bis zur letzten noch zu
fassenden Rippe durchtrennt werden konnten, um eine freie Sicht auf Herz und Lunge
zu erhalten. Hier wurde peinlichst darauf geachtet, dass es zu keiner Verletzung der
Thoraxorgane kam. Zur besseren Handhabung wurde der frei liegende Teil des
Brustkorbs am kranialsten Teil abgeschnitten und beiseitegelegt.

Jetzt wurde am freiliegenden Herzen mit einem Butterfly die Herzspitze punktiert, um
zum linken Ventrikel zu gelangen. Das rechte Herzohr wurde mittels Schere eroffnet,
um den geschlossenen Kreislauf zu unterbrechen. Um die Perfusion auf den oberen
Teil des Korpers zu beschranken, wurde zuséatzlich die thorakale Aorta mittels Klemme
unterbrochen.

Anschliel3end wurden mittels Perfusionsspritze ca. 15 ml des NaCl-Heparin-Gemischs
injiziert. 1000 IE Heparin wurden in 50 ml NaCl aufgeldst. Ab dem Zeitpunkt, an dem
am rechten Herzohr klare Flussigkeit austrat, stellten wir den Drei-Wegehahn um, so
dass langsam das Microfil mit 2 ml pro Minute perfundieren konnte. Auch hier war der
Vorgang beendet, sobald am rechten Herzohr die gelbe Flissigkeit austrat, was
zumeist nach 8 ml der Fall war. Anschliel3end wurden die Tiere in kleine Plastikbeutel
gepackt und zum Ausharten des Microfil fir 24h bei 4°C gelagert.

Nach der Zeit des Aushartens wurden die Tiere weiterbehandelt wie die Tiere ohne
Microfil. Die Auswertung erfolgte visuell mittels pCT.
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Abbildung 16 A: Narkotisierte Ratte mit teilrasiertem Abdomen
B: Freilegung des Herzens,
C: Applikation der Heparinlésung und des Microfil per 3-Wegehahn
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4.8 Auswertung der uCT-Daten und Semiquantitative Analyse

Um die DICOM generierten Bilddaten zu vermessen, bearbeiten und umzuwandeln,
bedienten wir uns der Software Image J. [99] Damit die Ergebnisse vergleichbar
waren, wurden die erstellten Slices zu einem Stack geformt. Danach erfolgte durch die
Software die Erzeugung eines Binary, wodurch die Datenmenge merklich reduziert
wurde. Zudem entstand ein schwarz-weiles Bild. Dadurch konnten
Knochenstrukturen, da diese eine héhere Dichte besitzen, von anderen Strukturen wie
elastischem Gewebe oder Gefalien abgegrenzt werden.

Da die urspriinglichen Bilddateien nicht alle parallel zur horizontalen Ebene entstanden
sind, musste vor einer optimalen Beurteilung der Region of Interest (ROI) eine
Ausrichtung des generierten Stacks erfolgen. Nachdem diese angepasst wurden,
erfolgte die Ausrichtung der ROI. Die ROI wurde Uber das Maximum des kndchernen
Wachstums ausgelegt und die Hohe des auszuwertenden Stacks wurde auf 0,75 mm
festgelegt, da diese der realen Knochendicke entsprach, mit einem Durchmesser von
5 mm. Der dadurch entstandene Zylinder bildete die urspriinglich verursachte
Defektzone ab (Abb.16). Das Plugin Bone J, eine Erweiterung von Image J, wurde zur
Auswertung des erschaffenen Binary bendtigt. [100, 101] Es erfolgte mit diesem Plugin
die Berechnung der Volume Fraction mit der Formel:

Bone Volume/Total Volume = Volume Fraction

Abbildung 17 Darstellung eines Binary: weil3 zeigt die
Darstellung von  Knochen, beispielhaft eine
Positivkontrolle
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4.9 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mithilfe der GraphPad Prism-Software
durchgeftuhrt. Die Messungen wurden dreifach durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden
entweder als Mediane und Quartile oder als Mittelwert + Standardabweichung
prasentiert.

Fur normalverteilte Daten wurde eine einfaktorielle ANOVA durchgefiihrt. Paarweise
Vergleiche wurden je nach Ergebnis des Levene-Tests auf Varianzgleichheit entweder
mit einem Tukey-HSD- oder einem Games-Howell-Post-hoc-Test durchgefihrt. Nicht
normalverteilte Daten wurden hingegen mit dem Kruskal-Wallis-Test ausgewertet. Fur
paarweise Vergleiche wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet.

Statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen (*P < 0,05, **P
< 0,01 und **P < 0,001). Aufgrund der Durchfiihrung mehrerer Tests wurden die p-
Werte mithilfe der Bonferroni-Holm-Methode angepasst.
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5 Ergebnisse

5.1 Visuelle Auswertung der radiologischen Bildgebung

Ziel der Untersuchung war es, in einem zuvor festgelegten Procedere die
Knochenheilung drei und acht Wochen nach Operation zu untersuchen. Dafur erfolgte
zum einen die wochentliche Begutachtung der Rontgenbilder der Schéadel, um einen
Eindruck Uber die Knochenzunahme Uber die Zeit zu bekommen. Zum anderen
wurden die funf Gruppen post mortem CT-graphisch untersucht, um eine vollstandige
visuelle quantitative Beurteilung zu vollziehen.

Um direkt nach der Operation einen Eindruck zu gewinnen, erfolgte die postoperative
Rontgenkontrolle der Tiere. Man erkennt durchweg auf allen Bildern die gesetzten
Knochendefekte. Das Kollagengel ist nicht zu erkennen, weil es keine rontgendichte
Masse besitzt. In Abb. 18 sind zur Veranschaulichung sowohl eine Leerkontrolle (A)
als auch eine Positivkontrolle (B) nach acht Wochen gegenubergestellt. Wahrend in
der Leerkontrolle der Defekt auch nach acht Wochen zu sehen war, blieb in der
Positivkontrolle lediglich eine kleine Defektzone. Die weiteren Gruppen mit einem
Kollagengel erbrachten in der rontgenologischen Diagnostik dhnliche Ergebnisse wie
das BMP-7.

Durch die Rontgenbilder entsteht somit ein zeitlicher Verlauf der Knochenheilung. Eine
genaue Beurteilung lief3 diese Untersuchungstechnik nicht zu. Dennoch konnte so
schon wahrend der laufenden Untersuchung ein Erfolg der Knochenzunahme
dokumentiert werden. In Abb. 19 ist eine beispielhafte Verlaufsiibersicht von vier
Gruppen zu sehen. Die Kollagengruppe mit geringerer BSP-Konzentration ist hier nicht
gezeigt. Der Unterschied zur Gruppe der héheren BSP-Konzentration ist auf den
Rontgenbildern sehr gering und kaum erkennbar.

-

Abbild[mg 1: A Leerkontrolle nach acht Wochen; B CG+ BMP-7 nach acht Wochen, Pfeile markieren die
Defektzone
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Abbildung 19: Verlaufsiibersicht der Réntgenbilder. A: Leerkontrolle, B: Kollagen-Gel, C: CG +
BSP high, D CG+ BMP-7

Ansicht von oben nach unten: 1 Reihe post OP, 2 Reihe 3 Wochen post OP; 3 Reihe 5 Wochen
post OP; 4 Reihe 7 Wochen post OP; 5 Reihe 8 Wochen post OP;

Die 3D-Visualisierung der Defekte (siehe Abb. 20) erfolgte mittels pu-CT. In den
Defekten ganzlich ohne Kollagengel liel3en sich nach drei und acht Wochen keine bis
maximal geringe spontane Heilungstendenzen erkennen. Damit war der Nachweis
eines kritischen Knochendefekts gelungen und bestatigte somit, dass eine valide
Negativkontrolle vorlag.
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Die Positivkontrolle bot schon nach drei Wochen eine fast vollstandige ossare
Deckung des Defekts mit héchstens punktuellen, nicht gedeckten Arealen. Nach acht
Wochen war es hier jedoch zu einer kompletten Uberbriickung des Bohrlochdefektes
gekommen. Dies bestatigte die Wertigkeit von BMP-7 als Wachstumsfaktor fur eine
Ubermalige Osteogenese. Dadurch wurde der Modellaufbau fiir eine Beurteilung der
weiteren Gruppen ermdglicht.

In der ndheren Betrachtung der weiteren Defekte mit und ohne BSP war nach drei
Wochen bei allen Defekten eine Heilungstendenz zu erkennen. In den beispielhaften
Bildern ergab sich der Eindruck, dass in den mit BSP versetzten Gruppen die
Ossifikation Uber das physiologische Mal3 hinaus ging. In den Bildern nach acht
Wochen kam es in der Gruppe der hohen BSP-Konzentrationen zudem zu einer fast
vollstandigen Osteogenese des gesetzten Defekts. So ergibt sich der visuelle Eindruck
einer besseren Osteoinduktion in einer hoheren Konzentration des BSP.

empty defect collagen gel (CG) CG + BMP-7 CG +0.5 pg BSP CG +5ugBSP

e

Abbildung 20: 3D uCT-Darstellung; oben: 3 Wochen post OP, unten: 8 Wochen pdst oP
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5.2 Analyse der Volume fraction

Um die visuelle Bewertung zu quantifizieren, wurden die computertomographischen
Bilder wie oben beschrieben in das Verhaltnis von Bone Volume/Total Volume gesetzt
und daraus wurde per Bone J die Grof3e des ,Volume fraction® geschaffen. Dadurch
ergab sich das jeweilige osteogene Volumen eines jeden Defekts.

In den Kontrollgruppen konnte das Ergebnis der visuellen CT-grafischen Betrachtung
bestétigt werden. Es zeigte sich dementsprechend kein Anhalt einer Spontanheilung
in der Zeit des Versuchs. Deutlich zu erkennen ist, dass es im Vergleich der Drei-
Wochen- zu den Acht-Wochen-Gruppen Kkeine statistische Zunahme einer
Knochenneubildung kam. Der kritische Knochendefekt ist damit als erwiesen
anzusehen.

Es konnte zwischen Negativ- und Positivkontrolle, sowohl in der Drei- als auch in der
Acht-Wochen-Reihe eine enorme Differenz gemafl Abb. 21 A und B aufgezeigt
werden. Diese statistische Signifikanz zwischen diesen beiden Kontrollen hebt die
praktische Relevanz dieses Modells hervor.

In Abb. 21A konnte ein signifikanter Unterschied der Kollagene, sowohl mit als auch
ohne weitere Zusatze, gegeniber der Negativkontrolle erreicht werden, wenn auch
nicht in dem Ausmal’ der Positivkontrolle. Die Defekte, die mit BSP behandelt wurden,
erreichen nach drei Wochen ein recht &hnliches Niveau.

In der Ansicht der Abb. 21B erfolgte die statistische Betrachtung der
Knochenkonsolidierung nach acht Wochen. Im Vergleich zu der Auswertung der drei
Wochen ist hier eine deutlich heterogenere Darstellung der stattgehabten
Osteoinduktion zu sehen. In der Betrachtung der gesamten Gruppen im Vergleich zur
Negativkontrolle erreichten alle die statistische Signifikanz. In der naheren Betrachtung
ergaben sich einige Erkenntnisse. Die Kollagen-Gele mit der 5 pg BSP-Konzentration
erreichten im Vergleich zu der Kollagen-Gruppe ohne Zusétze im Verhéltnis zur
Negativkontrolle ein besseres Signifikanzniveau. Das entsprach auch der
Wahrnehmung der visuellen Beurteilung in Hinsicht der groReren osteogenen Tendenz
des 5 ug BSP. Das niedriger konzentrierte, BSP versetzte Kollagengel erreichte eine
grol3e Schwankungsbreite der Ergebnisse und im Vergleich zu den beiden anderen
Gruppen ein schlechteres Signifikanzniveau zur Negativkontrolle.

Damit bleibt der tendenzielle Eindruck, in der Zusammenschau der Auswertung, dass
5 pg BSP eine verbesserte Osteoinduktion mit sich bringt im Vergleich zur reinen
Kollagen Gruppe und zur Gruppe mit 0,5 ug BSP.
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Abbildung 21: p-CT Darstellung 3 Wochen (A) und 8 Wochen (B) nach OP; *P < 0.05, **P < 0.01,
P < 0.005; ***P < 0.001 (n = 5)

5.3 Histologische Beurteilung

Im Verlauf der histologischen Analyse wurden die zuvor radiologisch untersuchten
Rattenschadel entkalkt, um sie als Hamatoxylin-Eosin und Masson-Goldner Trichrom,
Elastica van Gieson und Immunhistochemisch mit CD31 gefarbte Schnittpraparate
unter dem Lichtmikroskop zu untersuchen. Die folgenden Ausziige der Aufnahmen
zeigten die Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Auswertung erfolgte, um
maogliche Unterschiede der Neo-Ossifizierung zu erkennen.

Die Aufnahmen der HE-Farbung (siehe Abb. 22 A) verdeutlichen eindrucksvoll den
Anblick der Positivkontrolle, die die restlichen Gruppen in Bezug auf die
Knochenbildung deutlich Gbertraf und somit auch in der qualitativen Beurteilung die
statistische Auswertung bestatigen konnte. Der vollstandig verschlossene, daher nicht
mehr sichtbare Defekt wurde durch eine dicke Schédelkalotte ersetzt. Obwohl sich der
Knochen nicht durchgehend kompakt zeigte, wies er dennoch grof3e Anteile einer neu
gebildeten Spongiosa auf. Dies bestatigte sich vor allem bei der Durchsicht der
geschlossenen Defekte und deutete auf eine qualitativ adaquate SchlieRung des
Defekts hin. Es ergab sich der Eindruck, dass die Knochenstruktur der Gruppe der CG
mit BSP und BMP kompakter war im Vergleich zur Gruppe der CG ohne Zusétze. Es
imponierte dort eine intensivere Farbung des Knochens.

In der Abb. 22B erkennt man die Masson-Goldner-Trichrom-Farbung. In dieser sieht
man, sowohl bei der Positivkontrolle als auch bei der Gruppe mit immobilisiertem BMP-
7 und in der Gruppe des hdher konzentrierten BSP, eine intensivere Orangefarbung,
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welche in der Regel nur dann in dieser Farbung vorkommt, wenn Erythrozyten
angefarbt werden. Dies wurde als Hinweis auf zahlreiche, neu gebildete GefalRe
gewertet. Das ossifizierte Gewebe stellt sich in einem starken Turkis dar. Dies spricht
fur eine gute Mineralisation des geschlossenen Defektes und deckt sich somit mit der
Beurteilung der HE-Farbung, welche den Eindruck einer besseren Knochenstruktur
bietet.

In den EvG (siehe Abb. 23A) gefarbten histologischen Bildern sind insbesondere
elastische Fasern nachzuweisen. Es zeigte sich bei néherer Betrachtung kein
Nachweis einer solchen Anfarbung im Bereich der Gefal3e. Dies spricht fur die
Ausbildung kleinerer Gefal3e ohne weitere elastische Faseranteile. Da man die
elastischen Fasern in groRen Gefalden, wie beispielsweise der Aorta, erwarten wirde,
bestétigt unser Ergebnis dies und weist auf die physiologische Ausbildung von
Gefallen hin. Hier wird deutlich, dass sich gerade in den groRen Defektzonen das
Bindegewebe in dieser Farbung gut darstellen lasst. Es zeigt sich zudem, dass es in
der Negativkontrolle lediglich zur einer Defektdeckung durch umgebendes
Bindegewebe mit elastischen Anteilen kam.

In den immunhistochemischen Schnitten lassen sich die Gefal3e nur sehr schwer
abgrenzen und konnten somit nur begrenzt bewertet werden.

Bei der Durchsicht der Bilder fiel auf, dass sich die positive Tendenz der statistischen
Auswertung der 5 ug BSP-Gruppen weiter fortsetzte. Die Schnitte imponierten @hnlich
zur Positivkontrolle mit einer besseren Spongiosa in der HE-Farbung, als auch einer
besseren Mineralisierung in der MGT-Farbung.
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Abbildung 22: A: HE- Farbung, B: Masson Goldner Trichrom, jeweils nach 8 Wochen. Pfeile zeigen auf
neugeformten Knochen
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Abbildung 23: A: EvG- Farbung; B: CD 31-Farbung, jeweils nach 8 Wochen
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5.4 Quantitative Analyse der Angiogenese

Fur eine Beurteilung der Angiogenese wurden die mit Microfil bearbeiteten Tiere
zunachst in nativem Zustand (siehe Abb. 24) im p-CT dargestellt, womit eine ROI
anhand des sichtbaren Defekts eingestellt werden konnte. Nach der standardmafigen
Dekalzifizierung blieb das rontgendichte Microfil Gbrig und es folgte die Beurteilung der
Gefalineubildung.

Bei der optischen Beurteilung der nativen Bilder erkannte man tber der ROI die neu
ausgebildeten Gefal3e. Zum Vergleich wurde eine Leerkontrolle (siehe Abb. 24A) mit
einer Positivkontrolle (siehe Abb. 24B) im gleichen Zustand gegenubergestellt. In
dieser liel3 sich erkennen, dass die Angiogenese in dem kleinen verbliebenen Defekt
der Positivkontrolle vermehrt darzustellen war, wahrend sich in der Negativkontrolle
nur einzelne Gefalde Gber den gesamten Defekt nachweisen liel3en.

Abbildung 24: Microfil Darstellung im pCt nach 8 Wochen .post OP; ' A:
Defekt ohne Zusatz, B: Defekt mit CG+BMP-7

In Abb. 25 erfolgt die u-CT-Darstellung eines entkalkten Schadels der BMP-7 Gruppe.
In Bild A sieht man neben der ROI das gesamte Gefal3netz von transversal in einer
Volumenrekonstruktion. Die Abb. 25B-D zeigt eine coronare Detailansicht in
verschiedenen Sequenzen. In Bild B erfolgte die Lokalisation der ROI. Diese ist
aufgrund der konkaven Knochenformation, die auf die ehemalige Defektzone hinweist,
gut zu erkennen. In den Bildern C und D der Abb. 25 lassen sich in den entkalkten
Bildern, die mit Microfil ausgefillten Geféafl3e erkennen. In dem Konglomerat an
GefalRen fallen einige GefalRabrisse auf. Es ware im Hinblick auf die voll ausgebildete
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Deckung des Defekts denkbar, dass hier ein Zusammenhang zwischen
unzureichender GefaRausbildung und nicht stattgehabter Konsolidierung des
knochernen Gewebes stattgefunden hat.

Abbildung 25: Darstellung der Angiogenese eines Defekts versorgt mit CG+BMP-7 nach 8 Wochen; gelb:
ROI

A: Volumenrekonstruktion der Gefal3e des Schadels aus Microfil im Transversal- und Coronarschnitt;

B: kalzifizierte Darstellung im Coronarschnitt;

C: dekalzifizierte Darstellung im Coronarschnitt;

D: Volumenrekonstruktion im Coronarschnitt
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6 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt des Bone Sialoproteins in einem Rat calvarial
model mit einem Defekt kritischer Gré3e zu untersuchen. Ein solches Experiment
wurde in dieser Konstellation noch nie durchgefuhrt. Im Folgenden werden das
genutzte Modell, BSP und weitere Aspekte dieser Arbeit diskutiert.

6.1 Rat calvarial defect modell

Der kritische GrolRendefekt und dessen unzureichende Mdoglichkeit der spontanen
Heilung ist der Grundsatz dieses Defektes und ermdglicht erst die Beurteilung der
Ergebnisse. Die Ratte als Modell in orthopadischen Untersuchungen ist zudem das
meistgenutzte Tier und bietet damit eine grol3e Erfahrung im Hinblick auf Haltung und
Erfahrung. Dies liegt zum einen an der vergleichsweise kostengunstigen Anschaffung
der Tiere, zum anderen lassen sich die weiblichen Tiere zudem kohortieren und zeigen
eine hygienische Verhaltensweise. Damit ist das Infektions- und Komplikationsrisiko
gering. Des Weiteren besitzen die Tiere ein hohes Regenerationspotenzial. [102]

In anderen Studien erfolgte der Versuch eines CSD bei Ratten von 8 mm. Dieser wurde
platzbedingt mittig der Schadelknochen gesetzt. Es offenbarte das Potenzial von
grolReren Blutungen aufgrund der Verletzung des Sinus sagittalis. Dies hatte aufgrund
des zusatzlichen Schadens nicht nur ein grol3eres Risiko flr Komplikationen, wie
beispielsweise Blutungen, gehabt, sondern hatte auch das Potenzial bei Verletzung
die Ergebnisse zu verdndern, da durch eine Blutung mdglicherweise vermehrt
Immunzellen einwandern koénnten, die einen positiven Effekt auf die Induktion der
Knochenheilung hatten. [103, 104] Dementsprechend fiel die Entscheidung fur zwei
Defekte & 5 mm AuRendurchmesser, da diese den Vorteil hatten, dass gleich zwei
Defekte verursacht werden konnten und das Risiko einer grof3eren Blutung minimiert
wurde. In diversen Studien bietet sich eine Schwankungsbreite von eben jenen
Defektgrof3en. Beide Defektgrof3en, 5 mm und 8 mm, wurden je nach Untersucher
genutzt. [105-108] In der Literatur wurde der Defekt von 5 mm schon als CSD
gewertet. [109]

Die Gruppe ohne CG zeigte wie erwartet tUber die gesamte Dauer des Versuches keine
Heilungstendenz und unterstrich damit den Stellenwert der 5 mm grol3en Defekte als
CSD.

Ein weiterer wichtiger Punkt, der immer mehr Beachtung in der Forschung als auch
der klinischen Medizin findet, ist die individualisierte Medizin. [110-112] In der néheren
Betrachtung des Patientenklientels Frakturen betreffend ist der Hauptteil der Patienten
alter als 65 Jahre [113]. Es kommt bei Patienten héheren Alters vermehrt zu Diabetes
mellitus Typ 2 oder auch zu Osteoporose. Diese Erkrankungen haben zum einen
Einfluss auf die Wundheilung und das Infektionsrisiko sowie auf die allgemeine
Knochenstruktur und deren Belastbarkeit. So ist die Pravalenz fur Diabetes Typ 2
zwischen 70 und 80 Jahren bis zu 25%. [114] Die Inzidenz fiir Osteoporose ist ab dem
50. Lebensjahr deutlich zunehmend. Dies sind nur zwei Beispiele, die zur Veranderung
der Knochenheilung der Menschen beitragen. In einer Studie wurde der Unterschied
von jungen zu alten Ratten im Rat calvarial defect untersucht. Diese zeigte, dass die
alteren Ratten eine deutlich geringere Knochenbildung aufwiesen. Die Ubertragbarkeit
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auf den Menschen bleibt jedoch umstritten. [115] In dieser Arbeit wurden junge Ratten
benutzt, es sollten weitere Versuche mit alteren Tieren durchgefiihrt werden, um die
Effekte von BSP auf die alternde Knochenstruktur zu untersuchen. Eine weitere
Begutachtung des Alters sowie des Geschlechts wird in Zukunft weiter Einzug in die
Medizin halten.

6.2 Kollagen als Tragermaterial

Kollagen Typ | hat sich in dieser Arbeit als hervorragendes Tragermaterial geeignet
und zeigte in unseren Ergebnissen durchaus positive Effekte auf die Knochenheilung.
Der Vorteil der Kollagengele besteht aus der spontanen Bildung der Dreifachhelix. Des
Weiteren bietet es die Fahigkeit Medikamente zu binden und homogen abzugeben,
dazu ist es in seiner Form abbaubar, biokompatibel, bioaktiv, osteokonduktiv und
osteoinduktiv. Aufgrund dieser Eigenschaften bietet Kollagen ein breites Spektrum im
heutigen BTE. [116, 117]

In dieser Arbeit erfolgte die Herstellung der Gele per Hand durch jeweiliges Pipettieren
der Komponenten. Die Herstellung eines Tragermaterials mit Kollagen kann
beispielsweise auch per 3D-Drucker erfolgen. Dadurch lassen sich in der Theorie die
Eigenschaften, die ein BTE besitzen muss (siehe Kapitel 3.7), besser bestimmen, wie
zum Beispiel die PorengréfRe. Jedoch muss in diesem Prozess eine gute Anpassung
der Zusammensetzungsparameter erfolgen, da durch das Drucken eine
fehlerbehaftete Herstellung erfolgen kann. Der Vorteil, den dieses Verfahren bieten
konnte, ist die direkte Einarbeitung von beispielsweise Calcium. [118, 119]

So konnen Kollagen weiter als resorbierbare Kollagenschwdmme kombiniert und
eingesetzt werden, um so mit mesenchymalen Stammzellen verbunden zu werden.
[120] In einer Veroffentlichung aus 2024 von Huang et al. wurde Kollagen mit Curdlan,
ein mikrobielles Exopolysacharid, kombiniert, um die Auswirkungen auf die
Wundheilung in kutanen Wunden zu untersuchen. Dabei konnten positive Effekte in
Hinblick auf Vaskularisation und schnellere Wundheilung nachgewiesen werden. [121]

Dieses Tragermaterial wurde auch in friiheren Arbeiten in CSD mit verschieden
beladenen Kollagen-Gelen genutzt. Xu et al. untersuchte zum Beispiel die
Unterschiede von Kollagengel Typ | im Vergleich zu Gelatine als Trager von BSP. Die
jeweiligen BTE wurden mit bis zu 20 pg BSP beladen und wurden 30 Tage lang
beobachtet. Es konnte gezeigt werden, dass mit Kollagen Typ | beladene Gele eine
bessere Mineralablagerung und Osteoblastenaktivitat im Vergleich zu Gelatine als
Trager des BSP aufwiesen. [122]

In den vielen Mdglichkeiten Kollagene zu kombinieren ist es sogar moglich Elektrizitat
zum Einsatz zu bringen. Dadurch konnten beispielsweise durch Kationen eine
oxidative Polymerisation mit Katecholaminen und Kollagen erfolgen, so dass eine
solidere Verbindung entstand. Somit erlangte das Kollagen eine bessere mechanische
Stabilitat. [123]

Kollagene sind, wie auch diese Arbeit zeigte, osteoinduktiv und ein guter Tréger fur
Medikamente. Weitere Forschungen sollten in Zukunft stattfinden, um Kollagene
weiter zu modifizieren, um sie vielseitig einsetzen zu kdnnen. Es sollte in den
Uberlegungen neuer Kollagen-kombinierter Trager immer der Gedanke der moglich
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praktischen Anwendung erfolgen. So ist eines der haufigeren Probleme, die gelost
werden mussen, Kollagene stabil zu halten, um eine méglichst frihe Mobilisation zu
ermdglichen bei gleichzeitiger Erfullung der Anforderung an das gebundene
Medikament.

6.3 Bone Sialoprotein- Zukunft der BTE

Diese Arbeit, in deren Zentrum das Bone Sialoprotein steht, ist auf dem Boden von
Versuchen, unter anderem unter der Mitarbeit unseres Labors, die darauf abzielten,
die Wechselwirkungen mit Scaffolds mit verschiedenen Zusatzen zu erforschen und
Bone Sialoprotein in diversen zellularen Versuchen und Knochendefektmodellen zu
bewerten, begrundet.

Knockoutméause zeigten auf, dass zu wenig BSP die Mineralisierung Differenzierung
und Vaskularisierung negativ beeintrachtigt, wahrend eine Uberexpression von BSP
den Effekt von vermehrter Osteoblastendifferenzierung und erhéhter Mineralisation
des Knochens aufwiesen. Die erhohte Mineralisation bedeutet, dass BSP einen
Einfluss auf die vermehrte Osteoklasten und -blastenaktivitat hat. Zu erwéhnen ist
jedoch, dass in den Knockoutmausen ein funktionelles Skelett ausgebildet wurde, was
auf einen Kompensationmechanismus hindeutete. Dennoch ist BSP in der Ganze der
physiologischen Entwicklung von Knochen und Knorpelstrukturen von Bedeutung.
[124, 125] Aufgrund des Einflusses, den BSP eben auf jene Differenzierung von
Osteoblasten hat, ist es fur die BTE ein interessanter Faktor, um positive Erfolge zu
erzielen.

So erfolgte ab 2016 eine Reihe an Untersuchungen der Effekte von BSP in unserem
Labor. Der Beginn erfolgte mit in vitro mit Titan beschichteten Oberflachen, welche mit
BSP kombiniert wurden. Damals vermittelte BSP schon die Tendenz positive Effekte
auf die Genexpression von Osteopontin und RUNX2 zu haben. [126] In einer weiteren
Untersuchung erfolgte die Praparation von Calciumphosphat-haltigen Oberflachen mit
BSP, welche auch die positiven Effekte von BSP auf humane Osteoblasten
untersuchte und solche nachweisen konnte. Zudem konnte eine Bindung von BSP und
Calciumphosphat erfolgen. [127] Durch diese Erkenntnisse schloss sich ein in vitro
Versuch an, um die Effekte von Calciumphosphat-Zement mit BSP zu untersuchen.
Calciumphosphat-haltige  Biomaterialien haben aufgrund ihrer strukturellen
Eigenschaft schon osteoinduktives Potenzial. [66] Um diese Effekte zu untersuchen,
wurde ein CSD in Mauskalotten etabliert. Abermals konnten positive Tendenzen im
Hinblick auf die BSP versetzten Materialien in Hinsicht auf eine verbesserte
Knochenkonsolidierung nachgewiesen werden. [128]

Auch in dieser Arbeit zeichnete sich der positive Effekt des BSP im Hinblick auf
Vaskularisierung als auch Osteogenese vor allem in hoheren Konzentrationen ab.

In einem Femur Defekt Model erzielte BSP in Kombination mit 3D gedrucktem
Polyactid nach 4 wie auch 8 Wochen deutlich Knochenzunahme im Vergleich zu der
Versuchsreihe ohne jegliche Zusatze. [129] Man sollte in der weiteren Betrachtung
dieser Ergebnisse hinzuziehen das das Femur ein belasteter Knochen ist welcher
damit deutliche Reize durch Druck und Zug erhalt, was einen positiven Einfluss auf
Heilung haben kann.
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Ein weiterer Aspekt, der sich auch in anderen Arbeiten zeigt, ist die Konzentration von
BSP. Choi et al. benutzten eine Konzentration von 20 pg/Implantat, diese wurde zwar
nicht radiologisch ausgewertet, liel3 aber in den histologischen Bildern eine deutliche
Verkalkung zu erkennen. [130] Xu et al. nutzten in ihrer Arbeit auch eine Konzentration
von 20 pg/ Implantat und zeigten eine deutliche Zunahme der neuen Mineralisation.
[122]

Das deckt sich auch mit dem Ergebnis dieser Arbeit, dass héhere Konzentrationen
eine bessere Osteoinduktion verursachen. In Hinsicht auf die Qualitat des gebildeten
Knochens muss es weitere Beurteilungen geben. Ein weiterer spannender Ansatz
kénnten in vivo Modelle sein, in denen eine trajektorielle Belastung stattfindet, um so
weiter Aufschluss Uber das Potenzial von BSP in der funktionellen Knochenheilung zu
geben.

6.4 Humanes BSP vs.Ratten-BSP

Um den mdglichen Unterschied zwischen der tierspezifischen Variante des BSP und
dem des humanen festzustellen, erfolgte eine Versuchsreihe mit Ratten-BSP. In den
beispielhaften CT-Bildern, in Gegenuberstellung mit den Bildern der humanen BSP-
Reihe, zeigte sich kein wirklicher Unterschied. Aufgrund des geringen Unterschieds
erfolgte diesbezuglich keine eingehendere Untersuchung und Auswertung in dieser
Arbeit.

BSP wurde 1986 aus einem Osteosarkom einer Ratte isoliert und das RGD-Pattern
konnte damals erstmalig beschrieben werden. [131] Es erfolgte von Ogata die
Aufschlisselung der genomischen Sequenzen, welche zu einem hohen Mafl3e &hnlich
konserviert waren. [132] Ratten und Menschen-BSP haben eine &hnliche Masse von
ca. 33 kDA und haben zudem beide das Arginin-Glycin-Asparaginsaure, welche das
RGD-Pattern bildet. [53, 133] Damit konnen die Wachstumsfaktoren an die Zellen
binden. Es findet sich damit in der urspringlichen Bindung der Proteine an den
Rezeptor keinen Unterschied. Dies bestatigt sich auch in unserer Durchsicht und
Vergleich der jeweiligen BSP-Gruppen, da diese ein sehr &hnliches
knochenregeneratives Profil aufweisen.
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Humanes BSP

Ratten BSP

Abbildung 26: Vergleich von humanem BSP im Vergleich zu
Ratten BSP nach 8 Wochen

6.5 Darstellung der Vaskularisierung durch Microfil

Ein wichtiger, vergesellschafteter Faktor flr die Knochenregeneration ist die
bestmogliche Durchblutung. [134] Bei unzureichender Vaskularisierung sind atrophe
Pseudathrosen die Folge. [28] Demnach ist es von Bedeutung, dass nicht nur die
Scaffolds in den Studien eine gewisse Vaskularisierung zulassen, sondern auch dass
BSP die Neoangiogenese induziert.

Microfil eignet sich, um die Neovaskularisation in den Versuchen dreidimensional
darstellen zu kénnen. Es bietet aufgrund seiner rontgendichten Masse eine ideale
Mdoglichkeit, da es auch nach der Dekalzifizierung im CT darstellbar ist. Dies gab
weitere Aufschliisse Uber die Quantitdt der Vaskularisierung Uber den gesamten
Defekt in drei Ebenen. Die qualitative Beurteilung bleibt die Domane der histologischen
Untersuchung, welche jedoch zweidimensional und damit in der Beurteilung der
DefektschlielBung bzw. Aussage uber eine Gefal3netzbildung unzureichend ist. [135]

In unserer Anwendung erfolgte vor Gabe des Mircrofil-Gemischs die Vorbehandlung
mit einem Heparin-Gemisch. Dies minimierte das Risiko von Thrombenbildung und
sorgte dafir, dass die rontgendichte Masse ungehindert in die GefalRe perfundieren
konnte. Ein weiterer Benefit der Vorbehandlung war, dass durch die Auswaschung des
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Blutes eine Beurteilung zur Beendigung des Verfahrens gegeben war. Eine weitere
Moglichkeit, um eine bessere Perfusion zu erreichen, ware der Einsatz eines
vasodilatatorischen Medikaments gewesen. [136] Diese Vorbehandlungen verbessern
die Perfusion der kleinen Gefal3e, die gerade in unserer Untersuchung im Fokus
standen. Des Weiteren hétte es aufgrund einer zu hohen Viskositat des Gemischs,
welche nach Zusammenmischung der Komponenten nur eine Verarbeitungszeit von
20 Minuten hat, zu einer schlechteren Perfusion der Gefal3e kommen kénnen. Je nach
Fragestellung muss hier eine Anpassung der Komponenten vorgenommen werden,
um auch die Kapillaren zu erreichen. Ein weiterer Faktor einer adaquaten Anwendung
ist der konstante Druck von ca. 100 mmHg, der aufgebracht werden sollte, um eine
adaquate Perfusion zu erreichen. [137] Die Anwendung eines Perfusors bietet die
gleichmaliigste, intravasale Verabreichung des Microfil und damit eine Minimierung
einer Fehlerquelle, da hierdurch ein gleichmaRiger Druckgradient aufrechterhalten
werden kann.

In den beispielhaften Abb. 22 und 23 sieht man das gut ausgebildete Gefal3netz des
gesamten Schadels, insbesondere die GefaRentwicklung in der iatrogenen
Defektzone der Positivkontrolle. Im Vergleich zur histologischen Untersuchung bietet
es den Vorteil einer genauen Darstellung der GefalRe Uber die Gesamtstrecke. Hier
war es die Schwierigkeit der Auswertung zu erkennen, ob die Gefalde, wie im Beispiel
der Abb. 23 C und D, eine Unterbrechung ihrer Struktur haben, weil eine inadaquate
Ausbildung des Gefal3es stattgefunden hat, oder ob es ein Problem der Anwendung
des Microfil war. Dazu bedarf es weiterer Vergleichsuntersuchungen der kleinen
Gefal3e in nicht praparierten Tieren.

Aufgrund des erheblichen Aufwands und der zuvor erwahnten unklaren
Gefal3strukturen im neu gebildeten Knochen, erfolgte keine weitere Quantifizierung der
Untersuchung. Damit bietet die Anwendung der Microfil-Untersuchung in Anbetracht
der Verbesserungen das Potenzial einer weiteren Ausfiihrung und somit einer
genaueren Quantifizierung der Vaskularisierung.

In der Histologie zeichnete sich in den Gruppen mit BSP, &hnlich zu der beschriebenen
CT-grafischen Neoangiogenese, eine vermehrte Angiogenese ab. Dies bestatigt sich
auch in anderen Arbeiten. [36, 37, 138] Dies wirde zudem dafir sprechen das eine
verbesserte Knochenheilung stattgefunden hat, da die Ausbildung von Gefal3en
essenziell fir eine adaquate Knocheninduktion ist. Daher sind weitere Versuche im
Hinblick auf héhere Konzentrationen des BSP auch mit der Frage einer besseren
Angiogenese zu verfolgen und nicht nur im Sinne der Osteoinduktion.
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7 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Effekte von Bone Sialoprotein in
funktionalisiertem Kollagen auf den kritischen Knochendefekt der Ratte.

Das primare Ziel war es, die osteoinduktiven und -konduktiven Fahigkeiten des BSP
zu messen. Es konnte hinsichtlich dieser genannten Eigenschaften eine positive
Tendenz abgeleitet werden, die BSP aufbringt. In der weiteren Differenzierung dieser
Beobachtungen ist BSP vor allem in héherer Konzentration dazu in der Lage
osteoinduktiver zu sein als Kollagene ohne BSP als Wachstumsfaktor. Dies entspricht
den Beobachtungen anderer Arbeiten mit BSP. [119, 122]

Ferner zeigte sich durch Microfil erstmals die dreidimensionale Darstellung der
neoangiogenetischen Effekte von BSP. Fur eine quantitative Auswertung bendtigt es
in Zukunft die Bewaltigung der angesprochenen Hirden. Es bleibt daher zumindest
eine weitere Option der Auswertung von Gefal3en jeglicher Art. In der qualitiativen
Untersuchung konnte eine tendenziell bessere Vaskularisation festgestellt werden.

Zudem konnte erneut der ,critical size defect® als etabliertes Modell zur Testung von
osteoinduktiven Materialien bestétigt werden. In dieser Arbeit zeigte der Defekt von 5
mm ohne BTE keine spontane Heilung. Damit bestatigt sich dieser Defekt als
Negativkontrolle. Entgegen der Negativkontrolle steht die Positivkontrolle mit BMP-7
die auch mit Kollagen eine UberschieRende Knochenheilung verursachte.

Kollagen Typ | bestatigte sich aufgrund seiner eigenen osteoinduktiven Fahigkeiten
und bildet in Kombination mit BSP einen Synergismus, welcher bessere Tendenzen
zur Knochenheilung zeigt als Kollagen ohne Wachstumsfaktor.

In Zukunft sollten weitere Untersuchungen stattfinden, in deren Zentrum BSP in
hdéheren Konzentrationen an Kollagene gekoppelt werden, um die Knochenheilung
und Neoangiogenese zu untersuchen. BSP kdnnte damit in Zukunft Einzug in die
klinische Relevanz finden.
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8 Materialien

Geratschaft

Produktname
Hersteller
Anschrift

Einbettautomat

Sakura VIP E150 Tissue Processor
Sakura Finetek Germany GmbH
Staufen, Germany

Flexible Welle

Dremel® 225, Biegsame Welle
Dremel Europe
Breda, the Netherlands

Flussigkeitsabsauger

BVC 21 NZ Vario
Vacuubrand GmbH
Wertheim, Germany

Gefriertruhe, -80°C

Gefriertruhe, -80°C
Heraeus Holding
Hanau, Germany

MACS Multi Stand

MACS MULTI STAND
Miltenyi Biotec GmbH
Bergisch Gladbach, Germany

MicroCT Analysesoftware

MicroCT Analysis Software
SCANCO Medical AG
Brittisellen, Switzerland

Mikroskop, Ubersichtsaufnahmen

Leica MZ16A

Leica Mikrosysteme Vertrieb
Mikroskopie und Histologie
Wetzlar, Germany

GmbH

Oberfrase Dremel 300 series

Dremel® Series 300
Dremel Europe
Breda, the Netherlands

pH-Meter

QpH 70
Merck Millipore
Darmstadt, Germany

Schlittenmikrotom

Reichert-Jung Biocut 2030
Leica Mikrosysteme Vertrieb
Mikroskopie und Histologie
Wetzlar, Germany

GmbH

Sicherheitswerkbank

Sicherheitswerkbank Klasse Il
NUAIRE Biological Safety Cabinets
Plymouth, USA

Statistiksoftware

Graph Pad Prism
GraphPad Software
Boston, USA

Warmeplatte, 37°C

bwO03
Baxter Deutschland GmbH
Unterschleif3heim, Germany

Zentrifuge Centrifuge 5804 R
Eppendorf
Wesseling-Berzdorf, Germany
MCT, Mikrocomputertomograph MCT 40

SCANCO Medical AG
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| Briittisellen, Switzerland

Instrument

Produktname
Hersteller
Anschrift

anatomische Pinzette, stumpf

anatomische Pinzette mittelbreit
Aesculap AG & Co. KG
Tuttlingen, Germany

Dissektor

Ochsner Double-Ended Dissector
Abmessungen 3mm und 4mm, 18,1cm
Scanlan International, Inc.

Saint Paul, USA

feine anatomische Pinzette, spitz

feine anatomische Pinzette
Abmessungen 150mm, 6
Aesculap AG & Co. KG
Tuttlingen, Germany

feine anatomische Pinzette, stumpf

feine anatomische Pinzette
Abmessungen 120mm, 4 ¥
Aesculap AG & Co. KG
Tuttlingen, Germany

feine Schere, spitz

feine Schere, gerade, spitz/spitz
Abmessungen 105mm, 4 1/8
Aesculap AG & Co. KG
Tuttlingen, Germany

feine Schere, stumpf

Feine Praparierschere, gebogen,
stumpf/stumpf

Abmessungen 145mm, 5 %

Aesculap AG & Co. KG

Tuttlingen, Germany

Luer-Zange

Hohlmeil3elzange, Luer-Friedmann
Abmessungen 150mm, 6
Aesculap AG & Co. KG

Tuttlingen, Germany

Nadelhalter, klein

Nadelhalter, feines Modell
Abmessungen 150mm, 6
Aesculap AG & Co. KG
Tuttlingen, Germany

Skalpell Einmalskalpell

Einmalskalpell #15, steril
Aesculap AG
Tuttlingen, Germany

Spulkandle

Acufirm Spilkantle, mit Spitzenolive,
gebogen

Ernst Kratz GmbH

Dreieich, Germany

Wundspreizer, klein, scharf

Wundspreizer
Abmessungen 70mm, 2 %
Aesculap AG & Co. KG
Tuttlingen, Germany
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Zirkuliermesser @ 5mm (aul3en)

Schleimhautstanze 225HP021
@5 mm (aul3en)

Hager & Meisinger GmbH
Neuss, Germany

Reagenzien Produktname
Hersteller
Anschrift

Accutase Accutase

PAA Laboratories
Pasching, Austria

Alkohol zur Entwasserung

2-Propanol Rotipuran®
Carl Roth GmbH & Co. KG
Karlsruhe, Germany

biotinylierter Sekundarantikérper

Dako LSAB2 System-HRP K0675
Dako Deutschland GmbH
Hamburg, Germany

BMP-7 Bone Morphogenetic Protein-7

Human BMP-7 research grade
Miltenyi Biotec GmbH
Bergisch Gladbach, Germany

BSA, Bovine Serum Albumin

BSA, Bovine Serum Albumin
PAA Laboratories GmbH
Pasching, Austria

CD 31 monoklonaler Antikorper

Monoclonal Antibody to CD31/PECAM1
OriGene Technologies Inc.
Rockville, United States

Cytoseal zum Eindecken

Cytoseal™ XYL
Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

DAB-Chromogen

Dako Liquid DAB+ Substrate
Chromogen System K3467
Dako Deutschland GmbH

Hamburg, Germany

destilliertes Wasser Aqua destillata Aqua
dest.

Aqua B. Braun, Spillésung
B. Braun Melsungen
Melsungen, Germany

Dimethylsulfoxid

DMSO, Dimethyl-Sulphoxid HYBRI-MAX
SIGMA-Aldrich company
Ayrshire, United Kingdom

DMEM

GIBCO® DMEM/F-12; 1:1,  1x,
+GlutaMAX-I; Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, DMEM/F-12 (Ham) (1:1) 1x
Invitrogen Ltd.

Paisley, United Kingdom

DPBS

GIBCO® Dulbecco’s
Phosphatgepufferte Kochsalzlésungen
(D-PBS) (1x)

Invitrogen Ltd.
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Paisley, United Kingdom

EDTA

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat fir die
Molekularbiologie

AppliChem GmbH

Darmstadt, Germany

Eisessig

Essigsaure (Eisessig) 100%
Merck Millipore
Darmstadt, Germany

Eosin G

Eosin G
Carl Roth GmbH & Co. KG
Karlsruhe, Germany

FcR Blocking Reagenz

FcR Blocking Reagent human
Miltenyi Biotec GmbH
Bergisch Gladbach, Germany

FCS, hitzeinaktiviertes fetales

Kalberserum

FCS, BSF Bovine Serum Fetal
LINARIS
Wertheim-Bettingen, Germany

Fentanyl

Fentanyl-Janssen 0,1mg/2ml
Janssen-Cilag GmbH
Neuss, Germany

Fibronektin Stammldsung

FC 010 | Human Plasma Fibronectin
1mg/mi

Merck Millipore

Darmstadt, Germany

Ficoll'sche Lésung

LSM 1077, Lymphocyte Separation
Medium

PAA Laboratories GmbH

Pasching, Austria

Formaldehydl6sung 4,5%

Roti®-Histofix, Formaldehydlésung 4,5%
Carl Roth GmbH & Co. KG
Karlsruhe, Germany

H202, Wasserstoffperoxid

Hydrogen Peroxide
Merck Millipore
Darmstadt, Germany

Hamalaun (nach Gill)

Gil’'s Hematoxylin #3 for Histology
Polysciences Europe GmbH
Eppelheim, Germany

Hamalaun (nach Mayer)

Mayer's Hamalaun - Loésung fur die
Mikroskopie

AppliChem GmbH

Darmstadt, Germany

HEPES-Puffer

HEPES-Puffer, pH 7,4
PAA Laboratories
Pasching, Austria

Isopropanol zum Einfrieren

Isopropylalkohol GMP (2-Propanol)
Hedinger
Stuttgart, Germany

Isotone Kochsalzlésung, 0,9% 500m|

NaCl 0,9% B. Braun, 500 ml
B. Braun Melsungen AG
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Melsungen, Germany

Kollagen Stammldésung

Collagen Typ | 4,08mg/ml
BD Biosciences
Heidelberg, Germany

Kollagenase Crude Collagenase Type IV
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Taufkirchen, Germany

Medetomidin Dorbene vet 1mg/ml

Fort Dodge Veterinar GmbH
Wirselen, Germany

Medium 199 (zehnfach konzentriert)

M199 (10x)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Taufkirchen, Germany

MICROFIL MICROFIL Silicon Rubber Injection
Compound, Yellow
Flow Tech Inc.
Carver, USA

Midazolam Midazolam-ratiopharm 15mg/3ml

ratiopharm GmbH
Ulm, Germany

Natriumhydrogencarbonat
(7,5%ig)

NaHCO3

Natriumhydrogencarbonat
Merck Millipore
Darmstadt, Germany

Natronlauge NaOH (1M)

Natronlauge
Merck Millipore
Darmstadt, Germany

Normalserum (Horse)

Pferdeserum (donor horse serum)
Merck Millipore
Darmstadt, Germany

Penicillin/Streptomycin-Sulfat

GIBCO® 100upg/ml Streptomycin-Sulfat
/[ 100U/ml Penicillin

Invitrogen Ltd.

Paisley, United Kingdom

Proteinase K

Dako Proteinase K Ready-to-use S3020
Dako Deutschland GmbH
Hamburg, Germany

Streptavidin HSP

Dako LSAB2 System-HRP
Dako Deutschland GmbH
Hamburg, Germany

Substratpuffer

Dako Liquid DAB+ Substrate
Chromogen System K3467

Dako Deutschland GmbH

Hamburg, Germany

Tramadol

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

Tris

Tris fur die Molekularbiologie
AppliChem GmbH
Darmstadt, Germany

Wasser fur den Autoklaven

Ampuwa® Spullésung
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Fresenius Kabi AG
Bad Homburg, Germany

Xylol

Xylol - Isomerengemisch fur die
Histologie

AppliChem GmbH

Darmstadt, Germany

Injektionskantile, grau

BD Eclipse™, 27G x 1/2", grau
BD
Heidelberg, Germany

MS-Saule MS-Column

Miltenyi Biotec GmbH

Bergisch Gladbach, Germany
Nahtmaterial Ethilon® 5-0 (1Ph. Eur), Polyamid 6

Johnson & Johnson Medical GmbH
Norderstedt, Germany

Pasteurpipetten

Pasteurpipetten
Carl Roth GmbH & Co. KG
Karlsruhe, Germany

Pipettenspitzen 10ul, 100pul, 1000yl

TipOne® Pipette Tips 210pul, 100ul,
1000pl

StarLab GmbH

Ahrensburg, Germany

Pipettenspitzen 2ml, 5ml, 10ml, 25ml

Cellstar® serological pipette, 2ml, 5ml,
10ml, 25ml, sterile

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Germany

Rohrchen 15ml, 50ml

Cellstar® polypropropylen tubes, 15ml,
50ml, sterile

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Germany

Spritze, 1ml Injekt®-F
B. Braun Melsungen
Melsungen, Germany
Spritze, 5ml BD Discardit™ Il Spritze, 5ml

BD
Heidelberg, Germany

sterile Latexhandschuhe

Vasco® OP Sensitive
B. Braun Melsungen
Melsungen, Germany

Tupfer, steril

Schlinggazetupfer 15x15, 10Sttick, steril
Fuhrmann GmbH
Much, Germany

Waschlotion

Lifosan® soft
B. Braun Melsungen
Melsungen, Germany
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