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Einleitung

1 Einleitung

Die Regeneration von knoéchernen Defekten stellt eine groRe Herausforderung in
Orthopéadie sowie Cranio-Maxillo-Fazialer Chirurgie dar. Bei Uberschreitung einer
kritischen DefektgrolRe oder Kompromittierung der Knochenregeneration durch
mechanische oder metabolische Faktoren muss oft kndchern rekonstruiert werden
[Meyer 2006]. Ursache fir Knochendefekte konnen neben ausgedehnten
Entzindungen, Traumata oder deren Folgen auch Tumoren der Mundhdhle oder des
Knochens sein [Schieker 2006]. Auch Bestrahlungsfolgen nach Tumorerkrankungen
in Form einer Osteoradionekrose oder die Bisphosphonat-assoziierte Kiefernekrose
(BAK) stellen ein zunehmendes Problem dar. Beim Ersatz dieser Defekte stellt die
Rekonstruktion mittels autologem Knochen nach wie vor den Goldstandard dar
[Gamradt 2003, Li 2007, Sailer 2000, Torroni 2007, Valentini 2007]. Dieser wird am
haufigsten aus dem Beckenkamm, dem Unterschenkel oder auch intraoral
(Kieferwinkel, Tuber- oder Kinnregion) enthommen. Bei langstreckigen Defekten sind
hierfur oft die Mithahme eines Gefalistiels und der mikrovaskulare Anschluss des
Transplantats notwendig, um die Sicherheit der Einheilung zu erhéhen. Gerade im
letzteren Fall kann durch die Entnahmemorbiditat ein nicht unerheblicher Dyskomfort
fur den Patienten entstehen [Baqain 2009, Becker 2011, Cricchio 2003, Kager 2006,
Nkenke 2004, Pollock 2008, Rawashdeh 2008, Schaaf 2010]. Aus diesem Grund ist

man bemuht, Alternativen zum autologen Knochenersatz zu finden.

1.1 Knochenheilung

Als eines der wenigen Gewebe des menschlichen Korpers ist der Knochen prinzipiell
zu einer vollstandigen Regeneration, einer sogenannten Restitutio ad integrum,
fahig. Sowohl bei der Knochenheilung als auch der Einheilung eines Implantats,
Transplantats oder einer Osteosynthese sind die Vorgange der Osteoinduktion und
der Osteokonduktion von entscheidender Bedeutung:

Bei der Osteoinduktion handelt es sich um die Induktion der Osteogenese [Wilson-
Hench 1987]. Dieses Phanomen kann normalerweise bei jeglicher Art der
Knochenheilung beobachtet werden. Es impliziert die Anlockung unreifer Zellen aus
dem umliegenden Gewebe und deren Stimulation zur Differenzierung in
Praosteoblasten, welche im Verlauf zu Osteoblasten ausdifferenzieren. Gerade bei

der Frakturheilung ist ein Grofteil der Regeneration von der Osteoinduktion abhangig
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[Albrektsson 2001]. Entscheidender Faktor fur die Osteoinduktion ist der
Wachstumsfaktor bone morphogenetic protein (BMP), vor allem der Subtyp BMP-2
[Hanseler 2012]. Hierauf wird im Abschnitt 1.3 (Wachstumsfaktoren) noch genauer
eingegangen.

Die Osteokonduktion beschreibt das Wachsen von Knochengewebe und die
Verteilung potentieller Vorlauferzellen auf einer Oberflache [Albrektsson 2001, Marx
1998]. Eine osteokonduktive Oberflache erlaubt umliegendem Gewebe, Kapillaren
und Osteoprogenitorzellen das Einwachsen in Poren oder Kanale des Implantats
[Masuda 1998]. Die Osteokonduktion kann nur nach erfolgreicher Osteoinduktion
stattfinden und bendtigt eine ausreichende Blutzufuhr. Sobald die Oberflache mit Blut
in Kontakt gekommen ist, beginnen Zellen mit der Migration, welche eine Kontraktion
des Fibringerinnsels nach sich zieht. Sobald die Zellen ausdifferenziert sind, stellen
sie die Migration ein und beginnen, Osteoid zu produzieren [Davies 1998].

Im Verlauf der Knochenregeneration sind vor allem drei Parameter von
entscheidender Bedeutung fur eine erfolgreiche Heilung: Ausmall des Defektes,
mechanische Stabilitdt und Qualitdt des umliegenden Knochenlagers bzw. der
Weichteile. Ubersteigen diese Parameter gewisse Grenzen, kann keine Restitutio ad
integrum stattfinden. Selbst gut adaptierte bzw. nicht dislozierte Frakturen heilen
beispielsweise nicht aus, wenn keine ausreichende Stabilitat gewahrleistet ist. Auch
ein durch Entzindungen, Vernarbungen - etwa durch Voroperationen - oder
Bestrahlung geschadigtes umliegendes Weichgewebe kann die Heilung verhindern.
Bleiben Knochenheilung aus und ein Defekt bestehen, gibt es verschiedene
Maoglichkeiten, diesen zu rekonstruieren; die folgenden Absatze geben einen

Uberblick iber den aktuellen Stand von Wissenschaft und Forschung.
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1.2 Moglichkeiten zur Rekonstruktion von Knochendefekten

1.21 Knochenersatzmaterial

1.21.1 Autolog

Autologes Knochenersatzmaterial, d.h. Material, bei dem Spender und Empfanger
dieselbe Person sind, kann beim Menschen extra- und intraoral enthommen werden.
Extraoral kommen als Spendeareal der Beckenkamm, die Scapula und die Fibula in
Frage. Am Beckenkamm kann neben reiner Spongiosa ein mono- oder bikortikaler
Knochenspan entnommen und avaskular transplantiert werden, wohingegen bei
langstreckigen Defekten Beckenkamm, Fibula oder Scapula meist mit versorgendem
Gefalistiel entnommen und anschlie®end mikrovaskular anastomosiert werden.
Intraoral stehen als Spenderegion v.a. Ramus- oder Tuberbereich sowie Kinnregion
zur Verfugung.

Autologer Knochen hat osteokonduktive wie osteoinduktive Eigenschaften. Die
Gewinnung der Transplantate ist jedoch immer mit einer mehr oder weniger hohen
Entnahmemorbiditat vergesellschaftet. Gerade bei periimplantaren
Knochenaufbauplastiken ist die Tendenz erkennbar, Knochentransplantate durch
Differenzierungsfaktoren wie Bone morphogenetic proteins (BMPs; s.u.) in
Kombination mit Tragermaterialien zu erganzen bzw. komplett durch BMPs zu

ersetzen [Terheyden 1999].

1.21.2 Allogen

Als allogene Knochenersatzmaterialien stehen gefriergetrockneter Bankknochen
(FDBA=freeze-dried bone allograft) und demineralisierter gefriergetrockneter
Bankknochen (DFDBA= demineralized freeze-dried bone allograft) zur Verfigung.
Neben der osteokonduktiven Wirkung besitzt allogener Knochen auch eine
osteoinduktive Wirkung, die allerdings erheblichen Schwankungen ausgesetzt sein
kann, selbst innerhalb einer Knochenbank. Aullerdem ist diese Art des
Knochenersatzmaterials mit dem Risiko behaftet, Infektionen mit HIV oder der
Creutzfeld-dakob-Erkrankung hervorzurufen [Buck 1989, Tomford 1995]. Auch
unerwlinschte Immunreaktionen sind nicht vollig auszuschlielen [Cochran 1999, De

Long 2007, Giannoudis 2005, Reynolds 2003, Trombelli 2002].
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1.21.3 Xenogen

Bei den sog. Xenografts handelt es sich z.B. um chemisch behandelten, vollstandig
anorganischen bovinen Knochen (Bio-Oss) oder Calciumcarbonat aus Korallen

(Coralline). Ihre Eigenschaften sind im Wesentlichen osteokonduktiv.

1.21.4 Alloplastisch

Alloplastische Knochenersatzmaterialien sind u.a. Polymere, Keramik, beta-
Tricalciumphosphat (3-TCP), Hydroxylapatit und bioaktive Glaser: amorphe Partikel
aus Calciumphosphaten, Natriumsalzen, Silikon (z.B. PerioGlas). Hierbei dient die
osteokonduktive Oberflache als Leitschiene flr Osteoblasten, die sich ansiedeln und
das sich auflésende Material resorbieren und durch Knochen ersetzen sollen [Muller
2006].

1.2.2 Wachstumsfaktoren

Der komplexe Vorgang der Knochenheilung wird durch zahlreiche lokal und
systemisch wirkende Mechanismen gesteuert. Es sind etliche zeitlich und raumlich
begrenzte Interaktionen von Osteoblasten mit der extrazellularen Matrix sowie mit
Hormonen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren beschrieben [Abe 2000, Abiraman
2002, Akizuki 1997, Alden 1999, Schmidmaier 2004]. Ein Erfolg versprechender
Ansatz zur Knochenregeneration besteht in der Anwendung von Wachstumsfaktoren
[Baylink 1993, Rasubala 2003, Reddi 2001, Theyse 2006], die seit vielen Jahren im
Mittelpunkt der Forschung der Geweberegeneration stehen. Wachstumsfaktoren sind
wichtige Steuerelemente des Knochenzellmetabolismus. In zahlreichen in vitro- und
in vivo-Studien konnte nachgewiesen werden, dass bestimmte Wachstumsfaktoren in
der Lage sind, das Knochenwachstum signifikant zu beschleunigen und stimulierend
auf die Heilung des umliegenden Gewebes zu wirken [Akita 2004, Huang 2002, Ido
2005, Liu 2004a, Nakamura 2003, Rasubala 2003, Schmidmaier 2003, Simpson
2006, Wirzler 2004]. In den letzten Jahren hat sich die Knochenforschung vor allem
auf den Wachstumsfaktor BMP-2 (bone morphogenetic protein 2) fokussiert, da in
Untersuchungen am lebenden Organismus gezeigt werden konnte, dass BMP-2 im
Vergleich zu anderen Wachstums- und Differenzierungsfaktoren ein grofReres
Potential zur Forderung der Knochenheilung besitzt [Egermann 2006].
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1.2.21 Bone Morphogenetic Protein (BMP)

Die erstmals 1965 von Marshall Urist entdeckten Wachstumsfaktoren im Knochen
wurden als Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) bezeichnet [Urist 1965, Wozney
1988]. Sie gehoren zu der gleichen Familie von Zytokinen wie TGF-$1 und IGF-1
[Rosen 1992]. Sie spielen eine zentrale Rolle im Verlauf der enchondralen
Osteogenese und dienen als chemotaktische Botenstoffe fir mesenchymale
Stammzellen aus dem Markraum [Abe 2000], die zu Osteoblasten differenzieren
[Suzawa 1999].

Abbildung 1: 3-Dimensionale Struktur eines BMP-2
Molekuls (Quelle: ProteinDataBank)

Rekombinante, also biotechnologisch hergestellte Wachstumsfaktoren wie BMPs
werden in jungster Zeit experimentell und klinisch zur Regeneration von Zellen und
Geweben genutzt. Allerdings ist die Halbwertszeit solcher Wachstumsfaktoren als
Teil natlrlicher Regulationsmechanismen naturgemal kurz. Die Biologie und
Biokompatibilitat rekombinanter Proteine sind Gegenstand intensiver Forschung.

So zeigte der Einsatz von BMPs in vivo bei verschiedenen Tierversuchsmodellen
eine Heilung mit beschleunigter Kallusausbildung und -reifung [Arosarena 2005,
Groeneveld 2000, Hanseler 2012, Schmidmaier 2002, Takahashi 2005a, Wdurzler
2004, Yamamoto 2006].

Bei ersten Einsatzen in klinischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass BMP-
2 in der Lage ist, die Defektheilung am Knochen zu verbessern [Boden 2002, Boyne
2001, Jones 2006, Swiontkowski 2006, Villavicencio 2005].
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Allerdings beschranken die kurze Halbwertszeit von 7-16 Minuten in vivo [Jeon 2007]
sowie die Schwierigkeit der Applikation direkt am Wirkort den klinischen Einsatz
erheblich [Bonadio 1999, Oberholzer 2006, Weber 2002]. Gerade eine lokale
Applikation der Wachstumsfaktoren ist allerdings winschenswert, um eine Wirkung
auf andere nicht osteogene Zellen des Korpers auszuschlielen bzw. auf ein
Minimum reduzieren zu kénnen [Chen 2010, Luginbuehl 2004, Varkey 2004]. Die
schwerwiegendsten Einschrankungen der klinischen Anwendung von rekombinanten
Wachstumsfaktoren liegen in der unkontrollierten Knochenneubildung in Verbindung
mit mangelnder Vaskularisation. Zudem wird die gentechnische Herstellung durch
geringe Produktionsausbeuten bei sehr hohen Kosten erschwert [Kawai 2003]. An
Produktion und Anwendung der Wachstumsfaktoren fur die humane Anwendung
werden hohe Anforderungen gestellt. Zum einen missen die Wachstumsfaktoren als
pharmazeutische Praparate in einer reinen aktiven und sicheren Form vorliegen, zum
anderen muss die Biokompatibilitdt gewahrleistet sein. Diese Limitationen erlauben

daher mittelfristig keinen breiten klinisch realisierbaren Einsatz.

1.2.2.2 Tragersubstanz

Fur die lokale Applikation mit Arzneitstofftragern als zugrunde liegende Matrix sind
verschiedene Losungsansatze beschrieben worden. Dies betrifft Stoffgruppen wie
Polylactide [Lamberg 2006, Liu 2006, Schmidmaier 2006a, Wildemann 2005],
Kollagen [Dragoo 2005, Dunn 2005, Morin 2006, Premaraj 2005] und Fibrinogen
bzw. Fibrinkleber [Patel 2006, Wong 2003] und deren verschiedene Kombinationen
untereinander bzw. mit anderen Stoffgruppen [Arnander 2006, Itoh 2005, Kato 2006,
Lee 2006, Zhang 2005]. Als Tragersubstanz flir bioaktive Wirkstoffe wie
Wachstumsfaktoren kommt vor allem PDLLA (Poly-D-L Lactic Acid) in Betracht, da
Biokompatibilitat und Freisetzungskinetik dieser Substanz den Anforderungen in der
rekonstruktiven Chirurgie sehr gut gerecht werden [Raghoebar 2006, Schmidmaier
2006b, Strobel 2011a, Strobel 2011b, Wildemann 2011]. In Vorversuchen von
Gollwitzer, Schmidmaier und Co. konnte gezeigt werden, dass die Toxizitat und
Gewebereaktion vernachlassigbar klein ist [Gollwitzer 2005]. Diese Art von
Beschichtung ist stabil und halt auch hohen mechanischen Belastungen stand.

Trotz gut entwickelter Tragermaterialien sprechen neben den oben angesprochenen
Nebenwirkungen langfristig vor allem auch die Kosten von rekombinanten Proteinen

gegen eine Verwendung in der klinischen Routine.
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1.2.3 Gentransfer

Dies hat zur Suche nach Alternativen zur Verwendung rekombinanter
Wachstumsfaktoren gefuhrt, eine von diesen stellt die Gentherapie dar.

Bereits am 26. Mai 1966 stellte Tatum auf einem Symposium des Columbia
University College in New York Konzepte fir die Gentherapie am Menschen vor,
wobei er Viren als mogliche Tragersysteme nannte [Tatum 1966].

Gentransfer bezeichnet den Transfer von spezifischen Genen in das Erbgut einer
Zelle unter Anwendung hochspezifischer gentechnologischer Methoden. Die
gentechnisch veranderte Zelle synthetisiert Proteine, die normalerweise entweder gar
nicht oder nur in geringen Mengen von dieser Zelle produziert werden [Oberholzer
2006]. Diese Proteine sind in der Lage, intrazellulare Steuerungsmechanismen zu
beeinflussen: sie werden dann an der Zelloberflache als Rezeptor exprimiert oder als
biologisch aktive Mediatoren sezerniert. Gro3e Bedeutung nimmt hier vor allem die
direkte Beeinflussung intrazellularer Steuerungsmechanismen ein, da dies mit
konventionell verabreichten Medikamenten schwierig oder Uberhaupt nicht zu
erreichen ist. Da rekombinante Wachstumsfaktoren oral nicht bioverfligbar sind und
eine kurze Halbwertszeit besitzen, besteht zur Aufrechterhaltung einer lokal
wirksamen Konzentration bisher nur die Moglichkeit der wiederholten lokalen
Injektion; hierzu kann die Stimulation von gewebestandigen Zellen mit spezifischen
Genen, die den entsprechenden Wachstumsfaktor kodieren, eine alternative
Behandlungsmethode darstellen [Oberholzer 2006]. Die Gentherapie ermdglicht die
langfristige Synthese und Freisetzung von Proteinen, die normalerweise eine kurze
Halbwertszeit haben oder oral nicht applizierbar sind [Knowles 1998, Zhang 1998].
Fur diesen als Gentransfer bezeichneten Vorgang bendtigt man ein Konstrukt,
welches das spezifische Gen tragt, den sog. ,Vektor [Oberholzer 2006]. Durch einen
Promotor wird die durch den Gentransfer eingebrachte Fremd-DNA (Transgen)
gelesen und ihre Expression initialisiert [Hannallah 2003, Mulligan 1993]. Bei den

Vektoren wird zwischen nicht-viralen und viralen Vektoren unterschieden.
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Spezifische DNA Sequenz fiir
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Abbildung 2: Fur die Gentherapie werden Vektor und die DNA-Sequenzen von Promotor bzw.
Transgen benétigt [Oberholzer 2006]

Vektor Vorteile Nachteile
Nicht-viral  Direkte DNA- Geringer technischer Aufwand  Geringe Effizienz
Applikation DNA epichromosomal Schadigung der Zellmembran
Liposomen Einfach herzustellen Schlechte Transfektionseffizienz
Viral Adenovirus Hohe Effizienz bei nicht proli-  Entziindungsfordemnd
ferierenden Zellen
Transiente Expression
DNA epichromosomal
Adenoassoziierte  Hohe Effizienz bei prolife- Nur kleine DNA-Sequenzen
Viren rierenden Zellen konnen eingeschleust werden
Langere transiente Expression
Nicht pathogen oder toxisch
Integration in das Wirtsgenom
Retroviren Mur proliferierende Zellen Mutationsgefahr
werden infiziert HiV-Infektion méglich
Stabile Genexpression
Integration in das Wirtsgenom
Tabelle 1: Vor- und Nachteile der am haufigsten verwendeten Vektoren [Oberholzer 2006]
1.2.3.1  Viraler Gentransfer

Als sehr effektiv haben sich die viralen Vektoren herausgestellt, da das Einschleusen

von genetischem Material in die Ziel- oder Wirtszelle essentieller Bestandteil des

viralen Lebenszyklus ist. Mit der Verwendung von Viren als Vektoren nutzt man ihre

evolutionar erworbene Fahigkeit, Gene in Wirtszellen einzubringen [Oberholzer

2006]. Die am haufigsten verwendeten Viren fur diesen Zweck sind Adenoviren und
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Retroviren, die zusammen aktuell etwa die Halfte der verwendeten Vektoren in
klinischen Gentherapie-Studien stellen [Wiley 2008].

Bei Retroviren wird das Genom in die Erbsubstanz des Wirtes eingebaut. Die neue
Information wird somit bei Teilungsvorgangen der Zelle weitergegeben. Dies erdffnet
bei Einsatz von Retroviren Vorteile fir die Gentherapie chronischer Krankheiten. Zur
Vektorherstellung werden diejenigen Gene aus dem Genom entfernt, welche die
Virusreplikation regulieren. Somit verlieren die Viren ihre Teilungsfahigkeit. Zusatzlich
werden fur Vektoren der neuen Generation diejenigen Gene eliminiert, die fur die
virale Immunantwort verantwortlich sind. Durch das Einsetzen eines ,Therapiegens®
(Transgen) in die frei gewordenen Bereiche entsteht ein sog. ,rekombinanter Virus*
[Oberholzer 2006].

Bei Adenoviren wird das Genom dagegen nicht in die DNA der Wirtszelle integriert,
sondern in den Zellkern geschleust, wo die DNA dann gelesen und kopiert werden
kann. Dadurch kommt es nur zu einer transienten Expression der entsprechenden
Information, was zur zeitlichen Limitation des therapeutischen Effekts fuhrt. Dies ist
ein Nachteil der Adenoviren. Hinzu kommt die starke Immunantwort, die eine
wiederholte Anwendung unmoglich machen kann. Alle viralen Vektoren haben in
Abhangigkeit ihres naturlichen Tropismus (d. h. rezeptorvermittelt) eine definierte
Spezifitat fur eine Zielzelle. So zielen Retroviren gemal ihres naturlichen Tropismus
auf Lymphozyten, Adenoviren hingegen vorwiegend auf Endothelzellen. Durch
zusatzliche Modifikation der Virushulle kann diese ,natlrliche® Spezifitat beeinflusst
werden. Dieses sog. ,Re-Targeting® von viralen Vektoren wurde bereits bei
Retroviren, Adenoviren und adenoassoziierten Virusvektoren durchgefuhrt und
ermoglicht die Beeinflussung jeder Zelle [Buchholz 1999, Girod 1999, Marcel 1996,
Martinek 2002, Seggewiss 2005, Wickham 1995].

1.2.3.2 Non-viraler Gentransfer

Um DNA-Plasmide in die Zielregion zu implantieren, kann man auf verschiedene
Methoden zurlckgreifen: Dazu gehoéren beispielsweise direkte Injektion oder
oszillierende Tattoo-Nadeln. Alternativ konnen die Plasmide mit zusatzlichen
Penetrationshilfen wie Goldplattchen oder kationischen Liposomen gekoppelt werden
[Gao 1991, Klein 1992, Litzinger 1992, Nanney 2000, Palmer 2004, Park 2003,
Waterhouse 2005]. Die direkte DNA-Applikation mittels Plasmiden ist wegen ihrer

leichten Handhabung technisch einfach durchzufihren, allerdings ist die Effizienz
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des direkten DNA-Transfers mit nicht-viralen Vektoren im Vergleich zu viralen
Vektoren deutlich geringer [Oberholzer 2006].

Eine viel versprechende Alternative bietet die hier angewandte nicht-virale
Gentherapie, bei der Wachstumsfaktoren gezielt vom Korper selbst am Ort des
Defektes produziert werden [Hannallah 2003, Oberholzer 2006]. Dies wird durch den
Transfer von wachstumsfaktorspezifischen Genen erreicht, die das Erbgut lokaler
Zellen vorubergehend so verandern, dass diese den gewunschten Wachstumsfaktor
selbst in erforderlichen Mengen produzieren kdnnen. Diesen Vorgang bezeichnet
man als Transfektion. Der Vorteil der nicht-viralen Gentherapie gegeniber dem
viralen Transfer besteht in der Risikolosigkeit, d.h. in der fehlenden systemischen
Ausbreitungsmoglichkeit und in der lediglich transienten, aber positiven
Beeintrachtigung des Genoms der Zielzelle. Weiterhin fihrt die lokale Produktion zur
langfristigen Synthese und Freisetzung der Wachstumsfaktoren was zur
Aufrechterhaltung einer lokal therapeutisch wirksamen Konzentration flhrt [Kolk
2006, Oberholzer 2006].

-10 -
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2 Problem, Fragestellung und Ziel der Arbeit

Die Regeneration groRerer Knochendefekte nach Trauma oder Tumoren sowie die
Problematik der Osseointegration dentaler Implantate unter schwierigen
Vorraussetzungen steht heute im Mittelpunkt der Forschung im Kiefer-
Gesichtsbereich. Bei Kontinuitatsdefekten des Unterkiefers ist nach wie vor die
autologe Knochentransplantation, meist aus dem Beckenkamm der Goldstandard.
Diese Methode zieht trotz der hervorragenden biologischen und mechanischen
Eigenschaften des autologen Knochens nicht unerhebliche Entnahmemorbiditaten
nach sich, insbesondere bei groReren Defekten und der daraus resultierenden
Notwendigkeit eines mikrovaskularen GefalRanschlusses. Weiterhin ist man bei
Verhaltnissen, die eine Implantation aufgrund fragwlrdigen Erfolgs normalerweise
ausschlieRen, bemuht, durch gezielte MalRnahmen die Regeneration des Knochens
zu stimulieren bzw. zu unterstitzen. Hauptursachen flir ein ersatzschwaches
Knochenlager sind Diabetes mellitus, Osteoporose, Osteoradionekrose nach
Bestrahlung und die in den letzten Jahren zunehmende Osteochemonekrose,
bedingt durch die Einnahme von Bisphosphonaten. Desweiteren stellt die
demographische Entwicklung der Bevolkerung ein zusatzliches Problem dar.
Gleichzeitig nimmt aber der Wunsch nach optimaler Rehabilitation und dadurch
erhohter Lebensqualitat stetig zu. Um diesem Dilemma zu begegnen, werden
verschiedene  Strategien verfolgt, die alle mehr oder weniger die
Knochenregeneration beschleunigen bzw. erst ermoglichen sollen.

Im Rahmen einer viel versprechenden Studie von Kolk et al. [Kolk 2007] konnte mit
einem neuen, hinreichend untersuchten nicht-viralen Vektor [Finsinger 2000, Kolk
2011, Scherer 2002], mit dem Plasmide fir BMP-2 in vivo Ubertragen werden, die
rasche Abheilung von Critical-size Defekten (s.0.) ermdglicht werden. Damit wurde
prinzipiell die praktische Realisierbarkeit ("proof of principle") des Verfahrens an
Ratten gezeigt.

Wahrend der Versuche fiel bei Tieren aus der rhBMP-2-Gruppe bei gewissen
Wirkstoffkonzentrationen eine Uberschieliende Knochenneubildung weit Uber das
Volumen der urspringlichen Knochenform auf. Diese wurde im weiteren Verlauf
weitestgehend remodelliert. Da diese ausgepragte Gewebsneubildung metabolisch
gravierende Folgen fur einen Organismus haben kann, galt es, die Ursachen flr

dieses Phanomen zu analysieren und die optimale Dosis fur die
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Wachstumsfaktorapplikation zu finden. Ein moglicher Grund flr die Uberschiel3ende
Knochenneubildung konnte die Bildung eines unreifen Osteoids aufgrund zu hoher
stimulierender Einflisse sein, mit der die Gefal3neubildung nicht mithalten kann und
es somit mangels Versorgung des neugebildeten Knochens zur Atrophie kommt. Um
diese Hypothese zu Uberprifen, ist hier besonders die genauere Analyse folgender
Eckpfeiler der Geweberegeneration interessant:

Osteocalcin als Marker fur die osteoblastare Aktivitat, CD 68 und TRAP als Marker
fur die Osteoklastenaktivitat und somit indirekt fur das Remodelling und 1A4 (smooth
muscle actin) als Gefalmarker als wichtiger Faktor fur die Gefallversorgung und
daraus resultierende Dimensionsstabilitdt des Knochens.

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen eignet sich die Technik der
Immunhistochemie am besten, da sich hier o. g. Marker quantitativ-morphometrisch

erfassen lassen.
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3 Material und Methode

Der hierfir angesetzte Tierversuch fand an 6 Monate alten, mannlichen Sprague-
Dawley-Ratten mit einem durchschnittlichen Korpergewicht von ca. 500g statt. Zur
Darstellung der therapeutischen Wirksamkeit einer bioaktiven Implantatoberflache im
zeitlichen Verlauf wurde ein so genanntes orthotopes Tiermodell gewahlt. Hierflr
wurde zur objektiven Beurteilbarkeit und vor allem Vergleichbarkeit der
unterschiedlichen Beschichtungen ein standardisierter Defekt im Kieferwinkel gesetzt
(Critical-size Defekt). Dabei handelt es sich um einen kleinstmdglichen Defekt eines
bestimmten Knochens einer Tierart, der ohne auliere Einflisse keine spontane
Heilungstendenz zeigt [Hedner 1995, Schmitz 1986]. In diesem Fall wurde daflr ein
kreisrunder Defekt mit einem Durchmesser von 5 mm im Kieferwinkel gesetzt. Dieser
Defekt wurde mit einer Titanfolie abgedeckt; die dem Defekt zugewandte Seite wurde
mit einer bioaktiven Beschichtung versehen. In Vorversuchen hatte sich dieses
Verfahren bereits bewahrt [Deppe 2003]. Anzumerken ist, dass die eingesetzten
Wachstumsfaktoren auch die umliegenden Gewebe wie Weichgewebe (Muskel) und

ortsstandigen Knochen mit beeinflussen konnen.

3.1.1 Aufbau und Einteilung

Der Tierversuch wurde mit insgesamt 4 verschiedenen Gruppen durchgeflhrt:

FUr den nichtviralen Gentransfer wurden Titanfolien mit in PDLLA resuspensierter
COPROGs-DNA (Copolymer protected Gene Vectors), dem so genannten BMP-2
Plasmid in den Konzentrationen 2,5, 12, 25, 50 und 100 ug beschichtet.
Demgegenilber stand eine Gruppe mit in PDLLA resuspensiertem rekombinanten
BMP-2 in einer Konzentration von 62,5 ug. Eine weitere Gruppe wurde mit nativem
PDLLA beschichtet. AuRerdem wurde eine Gruppe mit in PDLLA resuspensierten
Luciferase-COPROGs beschichtet. Hiermit kann eine systemische Wirkung
nachgewiesen bzw. ausgeschlossen werden. Eine Gruppe mit unbehandelten Tieren
wurde als ,Nullprobe® fur die uCT-Untersuchungen verwendet. Auf den Einsatz von
vollig unbeschichteten Implantaten konnte hier verzichtet werden, da der fehlende
Effekt auf den Knochen bereits in einer voraus gegangenen Studie nachgewiesen
wurde [Deppe 2003]. Als Uberlebenszeit wurden 7, 14, 28, 56 und 128 Tage gewahlt.
Nach Opferung der Tiere wurde zunachst ein mikro-CT durchgefihrt, bevor die
Proben zur feingeweblichen Untersuchung weiterverarbeitet wurden. Neben
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mikroradiographischer und fluoreszenzmikroskopischer Analyse wurden die Schnitte
histologisch und histomorphometrisch untersucht. Die ausfuhrliche Auswertung
dieser Parameter wurde in anderen Arbeiten bereits abgefasst (s.u.), deswegen soll
hier nur auf die flr diese Arbeit relevanten Gruppen eingegangen werden. Hier
kristallisierten sich vor allem die Plasmidgruppe mit 2,5 ug heraus, da diese trotz
niedriger Konzentration die beste Regeneration zeigte; sowie zum direkten Vergleich
die Gruppe mit rekombinantem Protein rhBMP-2, das zu schnellem und
unkontrollierten Knochenwachstum fiuhrte, der sich erst im zeitlichen Verlauf
zuruckbildete. Nach 7 und 14 Tagen waren noch Kkeine ausreichenden
Veranderungen am Knochen-Implantat-Interface auszumachen, also wurden die
spateren Totungszeitpunkte ausgewahlt. Bei nahezu allen Tieren der beiden
Gruppen kam es bereits nach 28 Tagen zu einer kompletten kndéchernen
Durchbauung des critical size defects - Vorraussetzung flr die Untersuchung der
zentralen Abschnitte des Defekts. Zwischen dem 56. und 112. Tag fanden keine
gravierenden Veranderungen mehr statt, so dass sich auf die Uberlebenszeitraume
von 28 und 56 Tagen beschrankt wurde.

Die radiologischen, mikrocomputertomographischen, histomorphometrischen,
konventionell-histologischen und fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen tber
Quantitat und Qualitat des neugebildeten Knochens wurden in anderen Arbeiten
dargestellt [Bissinger 2011, Stohrer 2009], so dal sich diese Arbeit vor allem mit

immunhistochemischen Fragestellungen beschaftigt.

3.1.2 Tragermaterial

Als Tragermaterial diente das synthetische, kommerziell verfugbare Poly (D,L-Laktid)
Resomer® R203 (PDLLA) der Fa. Boehringer Ingelheim® AG mit einem
Molekulargewicht von 30 000 Dalton. Alle in vitro-Vorversuche wurden mit der
Kaltbeschichtungstechnologie durchgeflhrt.

Hierzu wurde mit einer konstanten Poly (D,L-Laktid) R 203® Konzentration von 50
mg/ml unter Zusatz von Ethylacetat (Fa. Sigma-Aldrich®, Deisenhofen) als
organisches Losungsmittel gearbeitet. Fur den Tierversuch wurde die sog. PDLLA-
Lésung steril filtriert (I6sungsmittelbestandiger Sterilfilter mit PorengréRe 0,2 um). Die
sterile PDLLA — Losung wurde zu den lyophilisierten COPROGs hinzugegeben und
mit einem eigens hergestellten Homogenisator gleichmallig und zlgig durchmischt.

Zunachst wurde die entsprechende eingewogene Menge Resomer R 203 zu dem

-14 -



Material und Methode

vorgelegten Ethylacetat in ein I6sungsmittelbestandiges Behaltnis gegeben und
sofort verschlossen. Der anschlieBende Mischvorgang wurde solange durchgefuhrt,

bis das Resomerpulver vollstandig in LOsung gegangen war.

31.3 Tragerimplantat

Als Tragerimplantat dienten sterile Titanfolien mit einem Durchmesser von 8 mm.

Die Beschichtungen wurden mit der Kaltbeschichtungstechnologie durchgefihrt.
Dazu wurde das PDLLA-COPROGs-Homogenisat (100 pl pro @ 8 mm Folie) auf
sterile Titanfolien aufgetragen und fur 24 Stunden unter der Laminar flow hood
inkubiert, um Beschichtungslésung und Implantat steril zu halten. Nach Verdampfen
des organischen Ldsungsmittels und Trocknung bleibt ein mechanisch stabiler
Polymerfilm mit dem Genvektorkonstrukt auf der Titantragerfolie bestehen. Fur die
weitere Lagerung kénnen diese bei 4°C steril verpackt aufbewahrt werden.

Bei der Beschichtung mit rhBMP-2 wurde analog vorgegangen. Das rekombinante
BMP wurde vom DFG-Forschungszentrum fur Experimentelle Biomedizin der

Universitat Wurzburg (Prof. Sebald) bezogen.

3.1.4 Haltung und Ernahrung

Wahrend der gesamten Versuchsphase wurden die Tiere im Institut fur
Experimentelle Onkologie und Therapieforschung der TU Munchen betreut. Bei
dieser Studie kamen 6 Monate alte mannliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem
durchschnittlichen Korpergewicht von ca. 500g zum Einsatz. Weibliche Versuchstiere
wurden wegen des hormonellen Einflusses von Ostrogen auf den Calcium-
Stoffwechsel und damit die Knochenregeneration nicht verwendet. Jeweils 3 Tiere
wurden zusammen in  Makrolonkafigen gehalten, die mit ausreichend
Holzgranulatstreu, Zellstoff und anderen Nestbau-Materialien wie Papprohrchen
ausgestattet waren. Des Weiteren stand den Tieren wahrend des gesamten
Versuchszeitraums ausreichend frisches Wasser und Altromin® Trockenfutterpellets
zur Verfugung. In den R&umlichkeiten des Tierstalls wurde eine konstante
Temperatur von 23°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50% und einem Hell-
Dunkel-Rhythmus von 12/12 Stunden aufrechterhalten.
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3.1.5 Operationstechnik

Aufgrund des hohen Stoffwechselgrundumsatzes der Tiere wurde auf eine
praoperative Nahrungskarenz verzichtet. Die Narkose wurde durch intramuskulare
Injektion von Medetomin (150ug/kg KG), Midazolam (2ug/kg KG) und Fentanyl
(5ug/kg KG) eingeleitet. Es erfolgte die Positionierung des Tieres seitlich liegend auf
dem OP-Tisch mit Sauerstoffversorgung (11/min), mit Hilfe eines an der Hinterpfote
angeschlossenen Pulsoxymeters wurde die Sauerstoffsattigung Uberwacht. Nach
Rasur des Fells im Bereich des Unterkiefers wurde die Haut desinfiziert und das OP-
Feld mit sterilen TlUchern abgedeckt. Es erfolgte die Darstellung des Kieferwinkels
nach submandibularer Inzision der Haut, Darstellung und Ablésung der Masseter-
Pterygoid-Schlinge am Unterkieferrand und Ablosung des Periosts (Abb. 1a). Der
critical size Defekt wurde nun ca. 2mm dorsal des Vorderrands des aufsteigenden
Unterkieferastes sowie 2mm kranial des Basalbogens mittels Trepanbohrer gesetzt.
Der Bohrer hatte einen Durchmesser von 5 mm und wurde unter Kihlung mit steriler
Kochsalzlésung und langsamer Drehzahl verwendet (Abb.1b). Der Knochenspan
wurde nach Ldésung vorsichtig entnommen und etwaige Blutungen gestillt (Abb.
1c/d). Nach Spillung, Sauberung und Trocknung des Defektgebiets konnte die
beschichtete Titanfolie mit einem Durchmesser von 8 mm mit der Wirkstoffseite nach
medial eingebracht werden (Abb. 1e). Nach vorsichtiger Ruckverlagerung der
Muskelschlinge wurde diese mit resorbierbaren 4.0 Vicryl-Faden vernaht. Die
Hautnaht erfolgte ebenfalls mit resorbierbaren Vicryl-Nahten (Starke 3.0), um eine
Nahtentfernung und die damit verbundene Stressbelastung der Ratten zu vermeiden.
Zum zusatzlichen Schutz wurde ein Nobecutan Spruhverband appliziert (Abb.1f). Am
Ende der Operation wurde den Ratten zur Antagonisierung der Narkose Atipamizol
(0,75mg/kg KG) Flumazenil (200ug/kg KG) und Naloxon (120ug/kg KG) verabreicht.

Die Operationszeit betrug zwischen 30 und 45 Minuten.

3.1.6 Postoperative Versorgung

Zur Anregung des Stoffwechsels wurde den Tieren vor oder wahrend der
Aufwachphase 5 ml Ringerlésung subkutan gespritzt und zur Analgesie 50mg/6h
Metamizol und 0,2 mg/KG/24h Meloxicam verabreicht. Postoperativ wurden alle
Tiere in warmende OP-Tucher gewickelt. Die Kafige wurden zum Schutz von
Wundinfektionen durch Schmutz mit ausreichend Zellstoff ausgelegt. Um der

postoperativen Unterkihlung weiter entgegenzuwirken, waren fur die ersten 24
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Stunden Warmelampen installiert. Alle Tiere wurden téglich zur Uberwachung der

Wundheilung und des Allgemeinzustandes kontrolliert.

.l
Abbildung 3: Operationsablauf (Kolk 2007)

Zur Schmerzprophylaxe fiel mit Meloxicam die Wahl auf ein nicht steroidales
Antirheumatikum (Metacam) ohne negative Auswirkung auf die Knochenheilung. Um

postoperativ eine schmerzfreie Nahrungsaufnahme zu ermdglichen und auch um
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eine pathologische Unterkieferfraktur aufgrund zu hoher mechanischer Belastung zu
vermeiden, wurde das Trockenfutter eingeweicht. Weiterhin stand den Tieren

ausreichend Flussigkeit zur Verfugung.

3.1.7 Euthanasie und Praparation

Nach Narkotisierung durch Inhalation von Isofluran wurden die Tiere mittels einer
Uberdosis Narcoren (Pentobarbital-Natrium 80mg/kgKG) euthanasiert.

Zur Darstellung des Unterkiefers wurden die auf dem Rucken liegenden Ratten durch
eine mediane submandibulare Inzision von den Schneidezdhnen bis auf Hohe des
Thymus erdffnet. Die Enthahme der Kiefer erfolgte unter Mithahme des umgebenden
Weichteilmantels im Kieferwinkelbereich (Mm. masseter et pterygoideus), um eine
theoretisch mogliche ektope Knochenneubildung zu detektieren. Die Praparate
wurden nach vorsichtiger Sduberung zur Fixierung fur 24 Stunden in 3,4% gepufferte
(0,1 m PBS, pH 7,4) Formalinlédsung bei 25°C eingelegt. Nach Fixierung erfolgte die
Entkalkung mit EDTA-LOsung (Osteosoft, Merck, Darmstadt) bei 25°C fur mindestens
24 Stunden. Um die Antigenstrukturen bestmoglich zu erhalten, wurde hier bewusst
die derzeit schonendste Methode mit EDTA gewahlt. Der Grad der Entkalkung wurde
nach Testschnitt mit dem Skalpell im anterioren Bereich des Kiefers Uberprift. War
der Knochen noch zu hart, wurde die Entkalkungszeit um jeweils 12 Stunden

verlangert, bis der gewunschte Entkalkungsgrad erreicht war.

3.1.8 Herstellung der Schnitte

Nach Entkalkung der Praparate wurden diese zunachst quer, d.h. in kraniokaudaler
Richtung am groRten Diameter des Critical-size Defektes durchtrennt. Dies
ermoglicht die Beurteilung des Ubergangs von ortsstandigem zu neu gebildetem
Knochen in den zwei interessanten Dimensionen nach lateral/ medial und kranial/
kaudal. Im Zuge dessen konnten auch die Titanfolien vorsichtig entfernt werden, um
das Schneiden der Praparate mit dem Mikrotom nicht zu erschweren. Die der
Schnittflache abgewandten Seiten des Praparats wurden mit Farbe markiert, um
wahrend des Einbettungsvorgangs eine problemlose Orientierung gewahrleisten zu
konnen. Nach der Entkalkung wurden die Praparate in einem
Gewebeentwasserungsautomat (Shandon Excelsior, Thermo Scientific, Waltham,

MA, USA) nach folgendem Schema entwassert.
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70% Ethanol: 1 Stunde
80% Ethanol: 1 Stunde
80% Ethanol: 1 Stunde
96% Ethanol: 1 Stunde
96% Ethanol: 1 Stunde

. 100% Ethanol: 1 Stunde

. 100% Ethanol: 1 Stunde

. 100% Ethanol: 1 Stunde

. Xylol: 2 Stunden

0. Paraffin 60°C: 4 Stunden

2 © ® N oA WwN

Im Anschluss wurden die Praparate eingebettet. Hierfir wurde 60° Celsius warmes
Paraffin (Paraplast plus®, Kendall, tyco Healthcare, Mansfield, USA) mit Hilfe eines
Paraffinspenders (Leica® EG 1120, Leica Microsystems Nussloch GmbH) in eine
Schablone gegossen, die Proben mit der Farbmarkierung nach oben aufgelegt und
erneut mit warmem Paraffin Ubergossen. Das Auskihlen der Paraffinblock erfolgte
auf einer Kalteplatte (Leica® EG 1130, Leica Microsystems Nussloch GmbH).
Anschlielend wurden die Paraffinblocke mit einem manuellen Rotationsmikrotom
(Leica® RM 2125, Leica Microsystems, Nussloch GmbH) geschnitten, wobei sie
wahrend der gesamten Prozedur immer wieder auf Eis gekuhlt wurden. Jeder Block
wurde in das Gerat eingespannt und soweit angeschnitten, bis sich der gesamte
Knochen in einer Schnittebene darstellte. Dann wurden 4 um starke Schnitte
angefertigt, die in ein VE-Wasserbad (entmineralisiertes Wasser) gegeben wurden.
Dann wurde das Praparat auf einen beschichteten und beschrifteten Objekttrager (R.
Langenbrinck, Emmendingen) aufgezogen. Nach dem Schneiden schloss sich eine
dreitdgige Lagerungsphase bei 37°C/54°C im Warmeschrank an, bevor mit den
Farbungen begonnen werden konnte.

Zusatzlich zu den immunhistochemischen Farbungen wurde von allen Praparaten
noch eine HE (Hamatoxylin Eosin)-Farbung zur Ubersicht angefertigt.
Immunhistochemische Farbungen

Wahrend in anderen Arbeiten wie angesprochen an nicht entkalkten Praparaten
Untersuchungen zu Mineralisation, Histomorphometrie und Fluoreszenzmarkierung
erfolgten, wurden die Proben hier entkalkt und in Paraffin eingebettet, da sich so
einerseits sehr viel feinere Schnitte von ~ 4 ym anfertigen lassen und andererseits
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die Erhaltung der Antigene wahrend Einbettung und Weiterverarbeitung
zuverlassiger gewahrleistet werden kann.

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine Methode, die das Detektieren von Antigenen in
Gewebeschnitten ermdglicht. Die Schnitte werden zu diesem Zweck Antikérpern
ausgesetzt, die spezifische Epitope im Gewebe erkennen. Mit Hilfe eines Markers,
der an einen Antikorper gebunden ist, kann das Epitop sichtbar gemacht werden. Zur
Verfugung stehen fluoreszierende Marker-Enzyme, Radioaktivitat oder kolloidales
Gold. Es gibt zwei Methoden zur Detektion, die sogenannte direkte Methode, bei der
ein markierter Antikorper das Antigen bindet und detektiert wird, sowie die indirekte
Methode, bei welcher ein nicht markierter Antikorper das Antigen bindet und von
einem zweiten, markierten Antikdrper, gebunden wird, der zur Detektion dient

[Anonymous 2011].

FUr die Untersuchung der Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitdt sowie der
Gefalversorgung wurden folgende Antikorper ausgewahlt: Osteocalcin, CD 68, 1A4
und TRAP (Tartrate-resistant acid phosphatase; ELF-97). Zusatzlich war die
Markierung von Endothelzellen mit CD 31 geplant, jedoch ist dieser Antikorper mit
Reaktivitdt an Rattengewebe fur paraffin-eingebettete Immunhistochemie aktuell

nicht verfugbar.

Antikorper Hersteller Verdiinnung |Klonalitat Reaktivitat Spezifitat

Osteocalcin | Novus 1:1000 Monoklonal | Hyman, Epitop einschl. y-
Biologicals, lgG2a Kaninchen, Ratte |Carboxylrest an
Littleton, USA Position 17

CD6s Antikorper 1:100 Monoklonal | Hyman, Lysosomale
Online, I9G1 Kaninchen, Ratte, |Membran von
Aachen, Maus myeloiden Zellen
Deutschland

TRAP Abcam Inc., |1:100 Monoklonal | Hyman, Ratte N-terminale
MA, USA TRAP

a-SMA Antikérper 1:2000 Monoklonal | Hyman, Ratte, Smooth muscle
Online, lgG2a Maus alpha-actin
Aachen,
Deutschland

Tabelle 2: verwendete Antikorper

Zunachst wurden verschiedene Antikdrperverdinnungen getestet, um die optimale
Farbereaktion zu ermitteln. Nach Fixierung, Entkalkung und Einbettung der Proben
wurden diese fur die Immunhistochemie vorbereitet. Nach der Lagerungsphase im
Warmeschrank mussten die Schnitte zunachst mittels 20-mindtiger Lagerung in Xylol
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deparaffiniert werden. AnschlieBRend fand die Rehydrierung in abnehmender
Alkoholreihe statt. Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Praparate
fur 10 Minuten Wasserstoffperoxid ausgesetzt gefolgt von der Spulung mit PBS —
Puffer. AnschlieRend wurden die Praparate fur 30 bis 45 Minuten mit dem jeweiligen
Primarantikdrper inkubiert und danach mit PBS—Puffer gespilt. Nach Inkubation mit
dem Sekundarantikorper fur 10 Minuten erfolgte die erneute Spulung mit PBS-Puffer,
dann die Inkubation mit Label (Streptavidin-Enzym-Konjugat; alkalische
Phosphatase) fir 10 Minuten und Spullung mit Puffer. Anschlielend wurden die
Praparate mit dem Peroxidase Substrat AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) 10 Minuten
lang bei Raumtemperatur inkubiert. Die Praparate wurden nochmal 10 Minuten mit
PBS - Puffer abgespult und eine Gegenfarbung mit Hamalaun (3 Minuten) und
Blauung (5 Minuten) durchgefiihrt. Die Schnitte konnten nun mit Aquatex® (Merck)
eingedeckt und analysiert werden. Die konventionelle histologische Analyse wurde in
einer vorangegangenen Arbeit bereits abgehandelt [Stohrer 2009]. Deswegen soll
hier darauf nicht naher eingegangen werden. Fir die immunhistochemischen

Untersuchungen wurden o.g. Antikorper ausgewahlt.
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4 Ergebnisse

Die Schnitte wurden mithilfe des digitalen Mikroskops Biorevo BZ 9000 (Keyence,

Osaka, Japan) ausgewertet.

Abbildung 4: Mikroskop mit angeschlossenem Rechner

Pro Objekttrager lagen Ublicherweise zwei Anschnitte der relevanten Region, also
des Critical-size Defektes (CSD) mit Umgebung vor. Zur Analyse wurden die jeweils

gegenuberliegenden Randreale sowie die Mitte des CSD herangezogen (Abb. 5)

O o O
ﬂ—g—j-

CSD =5 mm

Abbildung 5: ROls (region of interest) in schematischer Darstellung

Die Ausschnitte wurden in 10-, 40-, 100- und 200-facher Vergrofierung betrachtet
und abfotografiert. Nach Umzeichnen und Berechnen der Flache wurden die Treffer

pro definierter Flache ausgezahlt.
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Abbildung 6: Screenshot der angezeichneten Flache im Schnitt

Die Werte der aul3eren ROIs konnten, unabhangig von der kranialen oder kaudalen
Lage im Kiefer, zusammengefasst werden, da hier keine signifikanten Unterschiede
festzustellen waren. Ebenso verhielt es sich bei den zentralen ROls. Zur Beurteilung
der korrekten Anfarbung der Zielantigene wurden die Schnitte zusatzlich von einem
erfahrenen Histologen untersucht. Hier zeigte sich bei der a-SMA-Farbung eine hohe
unspezifische Anfarbung auch nicht gefalRahnlicher Strukturen, so dass beschlossen
wurde, die Gefalle aus einem HE-Schnitt auszuzahlen. Die TRAP-Farbung brachte
keinen zusatzlichen Informationsgewinn zur CD 68-Farbung, also wurde auch diese

Farbung aus der Statistik herausgenommen.
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Abbildung 7: Osteocalcin-Farbung (VergréRerung 200-fach; 324L)

Osteocalcin:

Die Zahl der Osteoblasten nahm sowohl bei den Plasmidtieren als auch bei den
Proteintieren im Randbereich des Defekts im zeitlichen Verlauf signifikant zu (siehe
Abb. 8 sowie Tab. 3, p<0,05). Dieser Anstieg liel} sich auch zwischen den
unterschiedlichen Beschichtungen (und Toétungszeitpunkten) nachweisen. Im
zentralen Bereich nahm die Osteoblastenzahl im Verlauf zu, jedoch waren die
Unterschiede nicht signifikant. In diesem Bereich war nur bei den Proteintieren mit
unterschiedlicher Lebensdauer ein signifikanter Unterschied zu erkennen (siehe Tab.
4). Zwischen den verschiedenen Beschichtungen liel3 sich bei den jeweils gleichen
Toétungszeitpunkten  kein  signifikanter Unterschied der Osteoblastenanzahl
nachweisen. Standardabweichungen und Standardfehler des Mittelwertes waren bei
den Osteocalcinauswertungen am niedrigsten (siehe Tab. 5+6).
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Abbildung 8: Mittelwerte der Osteocalcinexpression im Randbereich des critical size Defekts (linke
Abb.) und zentral (rechte Abb.)
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Gruppenvergleich Osteocalcin Randbereich

0, o,
Gruppe |Signifikanz| Mittlere |Standardfehler 95.A) Kl der 954) K der
Gruppe . . . . Differenz Differenz
Vergleich (2-seitig) | Differenz | der Differenz
Untere Obere
Plasmid_28 |Plasmid_56 0,007 -0,80941 0,25490 -1,36072 -0,25811
rhBMP-2_28 0,886 -0,03207 0,21851 -0,51873 0,45460
rhBMP-2_56 0,006 -1,25919 0,33348 -2,04160 -0,47677
Plasmid_56 |rhBMP-2_28 0,004 0,77735 0,21412 0,30848 1,24622
rhBMP-2_56 0,215 -0,44977 0,33062 -1,22670 0,32715
rhBMP-2_28 |rhBMP-2_56 0,008 -1,22712 0,30345 -1,98783 -0,46641
Tabelle 3: Gruppenvergleich Randbereich mit Signifikanz undStandardfehler der Differenz
Gruppenvergleich Osteocalcin Zentralbereich
0, 0,
Gruppe |Signifikanz| Mittlere |Standardfehler 95.A) K der 95.A) K der
Gruppe . " . . Differenz Differenz
Vergleich | (2-seitig) | Differenz | der Differenz
Untere Obere
Plasmid_28 |Plasmid_56 0,228 -0,53462 0,40656 -1,48629 0,41704
rhBMP-2_28 0,696 0,10019 0,24478 -0,49313 0,69352
rhBMP-2_56 0,052 -1,98109 0,77052 -3,98831 0,02614
Plasmid_56 |rhBMP-2_28 0,132 0,63482 0,34470 -0,28301 1,55265
rhBMP-2_56 0,127 -1,44646 0,80784 -3,45878 0,56586
rhBMP-2_28 |rhBMP-2_56 0,047 -2,08128 0,73975 -4,11562 -0,04694
Tabelle 4: Gruppenvergleich Zentralbereich mit Signifikanz und Standardfehler der Differenz

Gruppenstatistiken Osteocalcin Randbereich

Standardfehler
Gruppe N | Mittelwert S\;tvaer:grauzizb des
Mittelwertes
Plasmid_28 7 1,308 0,48378 0,18285
Plasmid_56 8 2,117 0,50230 0,17759
rhBMP-2_28 6 1,340 0,29303 0,11963
rhBMP-2 56 | 5 2,567 0,62359 0,27888
Tabelle 5: Gruppenstatistiken Osteocalcin Randbereich  mit

Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler
des Mittelwerts
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Gruppenstatistiken Osteocalcin Zentralbereich

Standardfehler
Gruppe N | Mittelwert Svtvaer;gs;izb des
Mittelwertes
Plasmid_28 6 1,298 0,56495 0,23064
Plasmid_56 5 1,832 0,74865 0,33480
rhBMP-2_28 | 6 1,198 0,20081 0,08198
rhBMP-2 56 | 5 3,279 1,64394 0,73519
Tabelle 6: Gruppenstatistiken Osteocalcin Zentralbereich mit
Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler
des Mittelwerts
CD 68:

Bei der Zahl der CD68-positiven Osteoklasten waren zwischen den Gruppen und den

Totungszeitpunkten keine signifikanten Unterschiede erkennbar. Zwar zeigte sich

tendentiell eine Zunahme der Zellzahl in der Plasmidgruppe in allen Messbereichen

sowie eine Abnahme der Zellzahl in der Proteingruppe in allen Messbereichen,
jedoch nicht unterhalb des Signifikanzniveaus (Abb. 10, Tab. 7+8). Am deutlichsten

war die Zunahme bei der Proteingruppe im Randbereich, allerdings bei hoher

Standardabweichung und einem gro3en Standardfehler des Mittelwerts in der

rhBMP-2_56 Gruppe (Tab. 9). Insgesamt waren Standardabweichungen und die
Standardfehler des Mittelwerts in der CD68 Gruppe deutlich hdher als in der

Osteocalcingruppe (Tab.9+10).
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und zentral (rechte Abb.)
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Gruppenvergleich CD 68 Randbereich

0 0
Gruppe (Vceaiulppe Signifil.v?\nz Mittlere Standgrdfehler 9;?6}12? glgi?;e}lr?:r
gleich) | (2-seitig) | Differenz | der Differenz Untere Obere
Plasmid_28 |Plasmid_56 0,290 2,81347 2,51685 -2,80640 8,43334
rhBMP-2_28 0,984 0,05007 2,39527 -5,26709 5,36722
rhBMP-2_56 0,206 -8,93965 6,06927 -25,00990 7,13061
Plasmid_56 |rhBMP-2_28 0,331 -2,76340 2,70590 -8,79796 3,27116
rhBMP-2_56 0,117 -11,75311 6,19844 -27,76491 4,25868
rhBMP-2_28 |rhBMP-2_56 0,206 -8,98972 6,15007 -25,01801 7,03858
Tabelle 7: Gruppenvergleich CD68 Randbereich mit Signifikanz und Standardfehler der Differenz
Gruppenvergleich CD 68 Zentralbereich
0 0
Gruppe (V((.z:ulppe Signifil§.an2 Mittlere Standgrdfehler ggié;e}:égzer ggiﬁf)e}:;::r
gleich) | (2-seitig) | Differenz | der Differenz Untere Obere
Plasmid_28 |Plasmid_56 0,722 1,73311 4,71379 -8,98367 12,44989
rhBMP-2_28 0,850 -0,86745 4,44507 -10,92923 9,19433
rhBMP-2_56 0,612 -3,35604 6,30242 -18,41758 11,70550
Plasmid_56 |rhBMP-2_28 0,589 -2,60056 4,61363 -13,26441 8,06329
rhBMP-2_56 0,455 -5,08915 6,42241 -20,37643 10,19813
rhBMP-2_28 |rhBMP-2_56 0,703 -2,48859 6,22786 -17,53997 12,56278
Tabelle 8: Gruppenvergleich CD68 Zentralbereich mit Signifikanz und Standardfehler der
Differenz
Gruppenstatistiken CD68 Randbereich
Gruppe N | Mittelwert S\:/aqusgizb Stand(?;:fehler
Mittelwertes
Plasmid_28 7 9,814 4,07736 1,54110
Plasmid_56 6 7,001 4,87416 1,98987
rhBMP-2_28 6 9,764 4,49154 1,83366
rhBMP-2_56 5 18,754 13,12651 5,87036

Tabelle 9: Gruppenstatistiken CD68 Randbereich mit Mittelwert,
Standardabweichung und  Standardfehler  des

Mittelwerts
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Gruppenstatistiken CD68 Zentralbereich

Standardfehler
Gruppe N | Mittelwert S\,tvaer;g::c:]agb des
Mittelwertes
Plasmid_ 28 6 14,948 7,87900 3,21659
Plasmid 56 5 13,215 7,70497 3,44577
rhBMP-2_28 5 15,816 6,86011 3,06794
rhBMP-2_56 5 18,304 12,11901 5,41979
Tabelle 10: Gruppenstatistiken CD68 Zentralbereich mit
Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler
des Mittelwerts
Gefale:

Die Anzahl der Gefal’e nahm im Randbereich sowohl bei den Plasmidtieren als auch
bei den Proteintieren im zeitlichen Verlauf ab, ein signifikanter Unterschied zeigte
sich aber nur in der Gruppe mit rekombinantem rhBMP-2 (Abb. 12,Tab. 11). Im
zentralen Bereich waren die Unterschiede weniger deutlich. Hier waren weder
zwischen den Plasmid- noch zwischen den Proteintieren signifikante Unterschiede zu
erkennen (siehe Tab. 12). Der Standardfehler des Mittelwerts war in der rhBMP-2_56
Gruppe am grofdten. Wie auch bei der CD 68-Auwertung waren
Standardabweichungen und Standardfehler des Mittelwerts in der Gefal3gruppe

deutlich hoher als in der Osteocalcingruppe (Tab. 13+14).
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Gruppenvergleich GefalRe Randbereich

0 0
Gruppe (Vceaiulppe Signifil.v?\nz Mittlere Standgrdfehler 9;?6}12? glgi?;e}lr?:r
gleich) | (2-seitig) | Differenz | der Differenz Untere Obere
Plasmid_28 |Plasmid_56 0,285 5,60180 4,97000 -5,39936 16,60297
rhBMP-2_28 0,979 0,09195 3,42673 -7,76901 7,95291
rhBMP-2_56 0,022 9,77860 3,48192 1,78824 17,76897
Plasmid_56 |rhBMP-2_28 0,244 -5,50985 4,39182 -15,59308 4,57338
rhBMP-2_56 0,373 4,17680 4,43502 -5,98120 14,33481
rhBMP-2_28 |rhBMP-2_56 0,005 9,68665 2,59056 3,80078 15,57252
Tabelle 11: Gruppenvergleich Gefalle Randbereich mit Signifikanz und Standardfehler der
Differenz
Gruppenvergleich GefaRe Zentralbereich
Gruppe Gruppe Signifil.Gimz Mittlere Stande.lrdfehler 9;)@;;2? gg?efég:r
(Vergleich) | (2-seitig) | Differenz | der Differenz Untere Obere
Plasmid_28 |Plasmid_56 0,844 1,74748 8,60975 -17,67443 21,16939
rhBMP-2_28 0,355 7,31172 7,30663 -10,52450 2514794
rhBMP-2_56 0,605 -9,26257 16,92589 -51,40775 32,88261
Plasmid_56 |rhBMP-2_28 0,352 5,56424 5,57457 -7,64918 18,77766
rhBMP-2_56 0,529 -11,01005 16,25345 -563,12557 31,10548
rhBMP-2_28 |rhBMP-2_56 0,346 -16,57429 15,60236 -59,19113 26,04256
Tabelle 12: Gruppenvergleich GefalRe Zentralbereich mit Signifikanz und Standardfehler der
Differenz
Gruppenstatistiken GefaRe Randbereich
Standardfehler
Gruppe N | Mittelwert ai\tjgigizdr;g des
Mittelwertes
Plasmid_28 6 40,844 7,17396 2,92876
Plasmid_56 7 35,242 10,62368 4,01538
rhBMP-2_28 6 40,752 4,35766 1,77901
rhBMP-2_56 5 31,065 4,21079 1,88312
Tabelle 13: Gruppenstatistiken Gefale Randbereich mit

Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler

des Mittelwerts
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Gruppenstatistiken GefdaRe Zentralbereich

Standardfehler
Gruppe N | Mittelwert ai\fgi?:izdr;g des
Mittelwertes
Plasmid_ 28 6 31,042 17,00930 6,94402
Plasmid 56 6 29,294 12,46797 5,09003
rhBMP-2_28 6 23,730 5,56819 2,27320
rhBMP-2_56 5 40,304 34,51567 15,43588
Tabelle 14: Gruppenstatistiken  GefaRe  Zentralbereich  mit

Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler

des Mittelwerts
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5 Diskussion

Tiermodell:

Die fur diesen Versuch ausgewahlten Tiere, 6 Monate alte mannliche Sprague-
Dawley-Ratten mit einem durchschnittlichen Korpergewicht von ca. 500g sind ein
bewahrtes Modell zu vielen Fragestellungen der rekonstruktiven Chirurgie im Kopf-
Hals-Bereich. Weibliche Versuchstiere wurden aufgrund des hormonellen Einflusses
von Ostrogen auf den Calciumstoffwechsels und damit die Knochenregeneration
nicht verwendet. Der Ciritical-size Defekt (CSD) im Kieferwinkel wurde in seiner
ersten Form von Kaban und Glowacki [Kaban 1981, Kaban 1979] sowie von diversen
Arbeitsgruppen als zuverlassiges Modell fur die Knochenheilung beschrieben [Deppe
2003, Hedner 1995, Higuchi 1999, Linde 1995, Lorente 1992]. Die Regeneration ist
hauptsachlich von der Grolle des Defekts abhangig; ohne unterstitzende
MaRnahmen wiirde bei einem CSD maximal eine bindegewebige Uberbriickung
stattfinden [Frame 1980, Hjorting-Hansen 1971, Simmons 1980, Takagi 1982]. Ein
wichtiger Punkt ist, dass nur ausgewachsene Tiere verwendet werden, da bei nicht
ausgereiften Tieren eine beschleunigte Heilung eintreten kann. Diese kann dazu
flhren, dass eine Spontanheilung bei einem Defekt auftritt, bei dem diese sonst nicht
maoglich ware [Prolo 1982]. Auch kann innerhalb einer Spezies grol3e Variabilitat
bezlglich der Geweberegeneration existieren [Enneking 1975, Prolo 1982]. In Bezug
auf die Ubertragbarkeit auf den Menschen, gerade was den Knochenstoffwechsel
angeht, werden von vielen Arbeitsgruppen allerdings Tiere wie Schwein, Hund oder
Schaf als geeignete Versuchstierspezies fur den osteologischen Fragenkomplex
favorisiert [Aerssens 1998, Fuerst 2004, Henkel 2006, Honig 1993, Horner 1997,
Jensen 2006, Mai 2005, Marx 2006, Weitz 2009, Wourzler 2004]. Die
Knochenregeneration der Ratte ist mit der sekundaren Knochenheilung des
Menschen vergleichbar, allerdings ist die gebildete relative Knorpelmenge wahrend
der Knochenheilung héher als bei groReren Wirbeltieren und die Stoffwechselaktivitat
gréler [Wissing 1990]. Da es sich bei diesem Versuch aber um einen proof of
principle handelt und die Ratte gegenuber o.g. Tieren entscheidende Vorteile wie
weitaus geringere Kosten, unkompliziertere Haltungsbedingungen sowie eine
einfachere Handhabung aufweist, wurden Ratten als Versuchstier gewahlt.

Bei der Verwendung von rekombinantem BMP als Wachstumsfaktor in der Unfall-

und Neurochirurgie kommt es nicht selten zu gravierenden Nebenwirkungen bzw.
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unerwunschten Effekten wie Osteolyse, Entzindung, Serombildung etc. [Garrett
2010, Perri 2007, Smucker 2006], auch wenn die Zahl der Berichte hiertber
insbesondere in Industrie-gesponserten Arbeiten extrem niedrig ist [Aro 2011,
Aspenberg 2011, Carragee 2011a, Carragee 2011b, Chi 2011]. Gerade in der
Neurochirurgie kann dies aufgrund der benachbarten Strukturen gravierende Folgen
wie Ruckenmarksschadigungen oder Funktionseinschrankungen nach sich ziehen.
Aber auch im Kopf-Hals-Bereich kann eine Uberschiefende Knochenneubildung oder
ausgedehnte Infektion zu schwersten Komplikationen fluhren. Aus diesem Grund ist
es von essentieller Bedeutung, fur lokal angewandte Wachstumsfaktoren eine
optimale Dosis-Wirkungsbeziehung zu finden. Auf der einen Seite muss der
Wachstumsfaktor am Wirkort eine suffiziente Konzentration aufweisen, um einen
adaquaten intrazellularen Signalweg in Gang zu setzen, andererseits kann eine zu
hohe Konzentration zu einer Absattigung der Rezeptoren und Verminderung der
Rezeptorexpression fuhren [Cao 2007].

Neben morphologischen Beobachtungen bendtigt man hier ein genaueres
Verstandnis der biologischen Vorgange am Implantat-Knochen-Interface um die
Dynamik der Regeneration besser zu verstehen und deuten zu konnen: Die
organische Phase mineralisierten Gewebes besteht hauptsachlich aus Kollagen und
nichtkollagenésen Matrixproteinen [Slavkin 1992, Young 1992, Zhou 1994].
Abhangig von Lokalisation und Differenzierungsgrad der produzierenden Zellen
werden diese fortlaufend exprimiert. Der Nachweis der zeitlichen und raumlichen
Expression spiegelt aller Wahrscheinlichkeit nach die Rolle der Proteine im
Mineralisationsprozess wider [Sommer 1996]. Ein Grolteil der Zellen, die die
Komponenten der extrazellularen Matrix von mineralisiertem Gewebe synthetisieren,
sind mesenchymalen Ursprungs, wie auch die Osteoblasten [Sommer 1996].
Osteoblasten:

Da Osteocalcin als einziges spezifisches Protein reifer Osteoblasten beschrieben ist
[Sommer 1996], wurde es als Marker fur das Ausmalf der erfolgten Knochenbildung
gewahlt. Osteocalcin (auch Bone gla Protein; BGP) ist ein aus 49 Aminosauren
bestehendes, kleines nichtkollagendses Protein mit einem Molekulargewicht von
5800 kDa und gehort zur extrazellularen nichtkollagenen Knochenmatrix [Bronckers
1987]. Es wird gleichermallen von Osteoblasten wie Odontoblasten synthetisiert
[Christenson 1997, Sommer 1996]. In Osteoblasten wird die Synthese von
1,25(OH)VitD3 (Calcitriol, die physiologisch aktive Form des Prohormons Vitamin D3)
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induziert. Es ist das meistvorkommende nichtkollagendse Protein im Knochen und
wird hauptsachlich in die Knochenmatrix eingebaut wo es an Hydroxylapatit
gebunden ist [Caillot-Augusseau 1998, Gundberg 2000]. Nur ein kleiner Anteil des
Osteocalcins wird in den Kreislauf freigesetzt. Die Serumkonzentration ist ein
sensitiver Marker flr Knochenbildung und korreliert mit histomorphometrischen
Indikatoren der Knochenbildung [Lieberman 2002, Swaminathan 2001]. Osteocalcin
weist den Mineralisationsprozess nach, der durch die Mineralisierung der Osteozyten
in der Kollagenschicht implementiert wird. Es tritt im Ablauf der Knochenreifung nach
Kollagen | auf und ist neben diesem das quantitativ bedeutendste Protein der
organischen Matrix [Garnero 1997, Vergnaud 1997]. Nach neuesten
wissenschaftlichen Erkenntnissen kommt Osteocalcin auch eine wichtige Rolle im
Zuckerstoffwechsel zu. Hier soll es Uber Adiponectin an der Regulation der
Insulinsensititivitat beteiligt sein [Lee 2007]. Weiterhin wird angenommen, dass
Osteocalcin bei der Induktion der Angiogenese sowie der pathologischen
Mineralisation von Gefallen eine Rolle spielt [Neve 2012]. Im vorliegenden Versuch
diente der immunhistochemische Nachweis von Osteocalcin als Hilfsmittel zur
Bestimmung der Osteoblastenzahl. Im Versuch kam es im zeitlichen Verlauf bei den
Tieren der Plasmidgruppe (Plasmid_28 und Plasmid_56 evtl. einheitlich abklrzen))
wie bei den Proteintieren (rhBMP_28 und rhBMP_56) im Randbereich zu einem
signifikanten Anstieg der Osteoblastenzahl. Bei gleichen Toétungszeitpunkten waren
auch zwischen den unterschiedlichen bioaktiven Beschichtungen (Plasmid vs.
Protein) keine signifikanten Unterschiede zu erkennen (siehe Tab. 3). Dies kdnnte
ein Hinweis darauf sein, dass die Plasmidapplikation der direkten Proteinapplikation
im Randbereich im Bezug auf die Neubildung des Knochens annahernd gleichwertig
ist. Im Gegensatz zum Randbereich war bei den Plasmidtieren im zentralen Bereich
die Zunahme der Osteoblastenzahl nicht signifikant. Hier war im zeitlichen Verlauf
zwar eine Zunahme zu beobachten allerdings ohne signifikante Differenz (siehe Abb.
8 sowie Tab. 4). Allein bei den Proteintieren zeigte sich eine signifikante Zunahme
der Osteoblastenzahl zu den spateren Toétungszeitpunkten. Die Unterschiede der
Expressionszunahme im Randbereich und im Zentrum des Defekts lassen sich am
wahrscheinlichsten durch die Lagebeziehung zum ortsstandigen Knochen erklaren:
Im Randbereich ist durch die direkte Nachbarschaft zu potentiellen Vorlauferzellen
und eine ideale Gefaldversorgung auch im zeitlichen Verlauf von einer optimalen

nutritiven Situation auszugehen. Diese kann im zentralen Anteil nicht mit ahnlich
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hoher Sicherheit vorausgesetzt werden. Allerdings nimmt bei den Proteintieren die
Zahl der Osteoblasten auch im zentralen Anteil signifikant zu. Moglicherweise ist
dieser Unterschied durch ein verandertes Antigenverhalten der Beschichtungen und
damit erhéhte Chemotaxis zu erklaren; das Protein mit seinen potentiell starkeren
antigenen Eigenschaften kdnnte mehr Vorlauferzellen als die Plasmid-Beschichtung
anlocken. Dies wurde aber wiederum indirekt Studien widersprechen, die eine
Verbesserung des osteogenen Potenzials bei gleichen Dosen, aber langsamerer
Freisetzung beobachten [Jeon 2008]. Auch spielt die Chemotaxis wohl vor allem in
der initialen Phase der Freisetzung eine Rolle. Hier kommt es bei zu hohen Dosen
von Wachstumsfaktoren haufig zum sog. ,initial burst release®, einer unerwinschten
explosionsartigen Freisetzung von bioaktiven Faktoren, die zu schweren
Nebenwirkungen fuhren kann [Helm 1997, Rihn 2008, Shields 2006, Takahashi
2005b, Vaidya 2007, Yang 2004]. In diesem Zusammenhang ist auch die
Beobachtung der stattfindenden Umbauvorgange von Interesse. Dafur muss neben
der osteoanabolen auch die osteokatabole Aktivitat betrachtet werden.

Osteoklasten:

Zu diesem Zweck wurde das Osteoklastenvorkommen analysiert. Als Marker hat sich
hierfir CD68 etabliert. CD68 ist ein transmembranes, glykosyliertes Glykoprotein mit
einem Molekulargewicht von 110 kDa. Es gehort wie LAMP-1 und LAMP-2 zur
Gruppe der glykosylierten lysosomalen Glykoproteine (LGP) [Holness 1993,
Ramprasad 1995]. Diese sind Hauptbestandteile lysosomaler Membranen. |hnen
wird eine protektive Funktion gegenuber Hydrolasen zugesprochen [Fukuda 1991].
CD68 wird hauptsachlich in zytoplasmatischen Vesikeln sowie auf der Oberflache
von Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen exprimiert [Pulford 1990,
Ramprasad 1996, Strobl 1995]. Aufgrund der hohen Sensitivitat, aber nicht
eindeutigen Spezifitdt von CD68 fur Osteoklasten wurde zusatzlich die
Zytomorphologie und die Lokalisation der CD68-positiven Zellen bei der Auszahlung
bericksichtigt. Um eine spezifischere Anfarbung der Osteoklasten zu erreichen, war
die Anfarbung mithilfe eines weiteren spezifischeren Antikérpers gegen die Tartrat-
resistente saure Phosphatase (s.u.) geplant. Die Tartrat-resistente saure
Phosphatase (tartrate resistant acid phosphatase; TRAP) ist ein basisches,
eisenbindendes Protein mit hoher Aktivitat gegenuber Phosphoproteinen, ATP und 4-
Nitrophenylphosphat. Aul3er in Osteoklasten wurde die Expression dieses Isoenzyms

in menschlichen Alveolarmakrophagen, Leber- und Milzzellen entdeckt. Die Funktion
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dieses Enzyms im Rahmen des Knochenabbaus besteht darin, die bei
Resorptionsprozessen endozytierten Knochenabbauprodukte wie Bestandteile der
Hydroxylapatitkristalle und des Typ I-Kollagens durch Bildung reaktiven Sauerstoffs
intrazellular weiter abzubauen. Die dabei entstandenen Endabbauprodukte werden
schlieBlich zusammen mit aktiven TRAP-Molekulen an der basolateralen Membran
der Osteoklasten aus der Zelle sezerniert [Ventriglia 2003]. Allerdings zeigte sich bei
den TRAP-Farbungen nicht in allen Fallen eine ausreichende Anfarbung der
Osteoklasten (siehe Abb. 13 links: fehlende Anfarbung von Osteoklasten), so dass
diese aus der statistischen Kalkulation der Resultate herausgenommen werden

mussten.

3

Abbildung 13: TRAP-Farbung (links G50L, 200x; rechts 9R40, 200x)

Bei Vergleichsschnitten (andere Gewebeschnitte aus ahnlichem Versuch, die hier
nicht einbezogen werden, da sie einer anderen Fragestellung dienen) zur
Uberprifung der spezifischen Anfarbung von Osteoklasten durch CD68 im Vergleich
zu TRAP zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung. Hieraus lasst sich méglicherweise
herleiten, dass die Behandlung der Praparate fur eine Enzymfarbung wie TRAP nicht
schonend genug erfolgt sein kdnnte. Mdglicherweise spielt hier der Schritt der
Entkalkung (zu schnell bzw. aggressiv) oder der Fixierungsdauer (zu lang oder in
nicht geeignetem Medium) eine entscheidende Rolle.

Bei Betrachtung der Zunahme der Osteoklastenzahl zeigten sich weder zwischen
den Toétungszeitpunkten noch zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede.
Tendenziell nahm die Zellzahl in der Plasmidgruppe in allen Messbereichen ab und

in der Proteingruppe in allen Messbereichen zu, jedoch nicht auf Signifikanzniveau.
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Die deutlichste Zunahme war bei der Proteingruppe im Randbereich zu erkennen
allerdings bei hoher Standardabweichung und einem grol3en Standardfehler des
Mittelwerts in der Proteingruppe mit 56 Tagen Uberlebenszeit. Insgesamt waren
Standardabweichungen und die Standardfehler des Mittelwerts in der CD68 Gruppe
deutlich hoher als in der Osteocalcingruppe. Dies koénnte mit der oft sehr
unregelmafigen Verteilung und nestférmigen Anordnung von Osteoklasten in erklart
werden. Weiterhin spricht die gleichbleibende Expression gegen einen ubermafigen
Turnover des Knochens, wie er bei zu hohen Dosen oft beobachtet wird. Gerade
eine Uberdosierung sollte aber unbedingt vermieden werden, da neben den hohen
Kosten haufig unerwlinschte Effekte wie Serombildung, schlechte Knochenqualitat
und ektope Knochenneubildung die Folge sind [He 2010, Smith 2008, Wikesjo 2008,
Wildemann 2011]. Wahrend der direkte Einfluss von BMPs auf die
Osteoklastenformierung in vitro kontrovers diskutiert wird [Maurer 2012, Okamoto
2006, Wutzl 2010], ist die zentrale Bedeutung der Zytokine der BMP-Familie fur die
Angiogenese unbestritten [Cackowski 2010, David 2009, Deckers 2002, Kokubo
2003, Kokubo 2008, Prosdocimo 2011].

Gefaldichte:

Aus diesem Grund wurde zusatzlich die Gefallversorgung des neugebildeten
Knochens untersucht. Fur diese Fragestellung wird in der Literatur haufig alpha-SMA
erwahnt: alpha-smooth muscle actin (SMA; 1A4) ist ein vornehmlich in glatten
Muskelzellen der Darmwand, des Myometriums und der GefaRe vorkommendes
Protein mit einem Molekulargewicht von 42 kDa. Weiterhin kommt es in Perizyten
vor, die der AuRenwand von Kapillaren anliegen [Skalli 1989]. Sie lagern den
Endothelzellen auf und umspannen mit ihren Fortsatzen das Gefal3; uUber tight
junctions [Bruns 1968a, b, Epling 1966] bzw. Zonulae adhaerentes, in denen
wahrscheinlich erhdhte Fibronektinkonzentrationen vorliegen [Courtoy 1983], sind sie
miteinander verbunden. Perizyten stabilisieren die Kapillarstruktur und spielen eine
wichtige Rolle bei der Angiogenese. SMA wird daher haufig zu Fragestellungen
bezlglich Gefallversorgung und —neubildung verwendet [Berthod 2011, Busuioc
2011, Couto 2011, Kakudo 2011, Silva 2011]. Neueren wissenschaftlichen
Erkenntnissen zufolge konnten Perizyten auflerdem zu den Vorlauferzellen der

heterotopen Ossifikation gehéren [Stein 2001].
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Abbildung 14: Immunhistochemische Farbung mit alpha-
SMA (VergroRerung 40-fach; W445li)

In den SMA-gefarbten Schnitten zeigte sich eine gute Markierung grol3erer Gefalie,
allerdings wurden kleinste Arteriolen und Kapillaren nicht suffizient angefarbt (siehe
Abbildung 14: Immunhistochemische Farbung mit alpha-SMA (VergréfRerung
40-fach; W445li) sowie Abbildung 15 mit vergroRertem Ausschnitt. Stein weist in
einer Arbeit auf den Expressionsverlust von SMA bei Ausbildung von
Mineralisationszonen innerhalb von Perizytenkulturen hin. Dies ist ein Nachweis der
phanotypischen Umorientierung der Perizyten in eine osteogene Richtung bzw. in die
Richtung einer primitiven polymorphen Mesenchymzelle. Stein stellt hierzu die
Hypothese des Perizyten als schlafende Stammzelle auf. Nach seinen Befunden
gehoren Perizyten zu Vorlauferzellen der heterotopen Ossifikation. [Stein 2001].
Weiterhin ist aus der Literatur bekannt, dass sich neu bildende Kapillaren, die
anfangs ausschlieRlich aus Endothelzellen bestehen, mdglicherweise nicht erfasst
werden [Harry 2003]. So ist es sehr wahrscheinlich, dass die Anzahl der in dieser
Studie durch SMA dargestellten Gefalde kleiner sein muss, als eigentlich im
untersuchten Gewebe enthalten ist.

Gerade letztere sind aber fiur die hier geforderte Fragestellung von grofter
Bedeutung, so dass nach einer Alternative gesucht werden musste. Zunachst war die
Markierung von Endothelzellen mit CD 31 geplant, jedoch ist ein Antikdrper mit
Reaktivitat gegen Ratte flir Immunhistochemie am Paraffinschnitt aktuell nicht
verflgbar.
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Abbildung 15: Immunhistochemische Farbung mit alpha-
SMA (Ausschnitt aus Abb. 14, VergroRerung
200-fach)

Deshalb wurden zur Orientierung HE-Schnitte herangezogen, auf denen sich auch
kleinste GefalRe anhand der meist vorhandenen intraluminalen Erythrozyten gut
identifizieren lieRen.

Abbildung 16: HE-Farbung (Vergréerung 10-fach, 291)
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Abbildung 17: HE-Farbung (Ausschbitt aus Abb. 16,
VergroRerung 50-fach)

Die Anzahl der Gefalle nahm im Randbereich sowohl bei den Plasmid- als auch bei
den Proteintieren im zeitlichen Verlauf ab, allerdings war nur die Abnahme in der
Gruppe der Proteintiere signifikant (Tab. 11). Die Unterschiede im zentralen
Defektbereich waren weniger deutlich, eine Signifikanz lie® sich hier weder bei den
Plasmid- noch bei den Proteintieren feststellen (Tab. 12). In der Proteingruppe mit
der héheren Konzentration war der Standardfehler des Mittelwerts am gréfdten. Die
Standardabweichungen und Standardfehler des Mittelwerts waren —ahnlich wie bei
den CD68-Farbungen- bei der Auszahlung der Gefal’e deutlich hdher als bei den
Osteoblasten (Tab. 13+14).

In der Knochenregeneration nimmt die Gefallversorgung eine zentrale Rolle ein, sie
ist beispielsweise in der Frakturheilung neben der Ruhigstellung eine der essentiellen
Bedingungen fur eine komplikationslose knécherne Durchbauung des Frakturspalts.
Gerade die initiale Vaskularisierung des Kallusgewebes ist sehr empfindlich
gegenuber mechanischen Rahmenbedingungen [Lienau 2005, Lienau 2006, Wallace
1994]. Weiterhin ist die Angiogenese eine Grundvoraussetzung fur das Uberleben
von verheiltem bzw. engineertem Gewebe [Abshagen 2009], wie auch in einem
critical size defect. So berichten Strobl et al. bei Anwendung von
Angiogeneseinhibitoren Uber eine Nonunion der Frakturenden bei der Ratte [Strobel
2011b]. Doch scheint die GefalRversorgung bei der Knochenregeneration nicht die

Hauptrolle zu spielen. Garcia et al. betonen vielmehr die Bedeutung osteogener
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Faktoren, da es trotz suffizienter Vaskularisation zur inadaquaten Regeneration bzw.
Pseudarthrose kommen kann [Garcia 2012]. Bei den osteogenen Faktoren spielt
neben der Dosis des Wachstums- bzw. Differenzierungsfaktors die
Freisetzungskinetik die entscheidende Rolle. Bei zu hohen Dosen kann es neben
Seromen bzw. Hamatomen, Infektionen und ektoper Ossifikation auch zu einer
Kompression anatomisch wichtiger Strukturen und Implantatdislokationen kommen
[Aro 2011, Bae 2012, Benglis 2008, Gautschi 2007, He 2010, Julka 2012, Kinsella
2011, Lee 2012, Perri 2007, Smith 2008, Smucker 2006]. Andererseits wird auch von
einer Autoregulation von BMP bei zu hohen Dosen berichtet, allerdings bisher nur in
vitro [Pereira 2000]. AuRBerdem scheint die Knochenqualitat im Vergleich zu
niedrigeren Dosen schlechter zu sein [Wikesjo 2008]. Der Grenzwert fur
UberschieRende Knochenneubildung bei der Anwendung von BMP scheint auch von
der Spezies abhangig zu sein [Cook 1994, Linde 1995, Ripamonti 1996]. Zahlreiche
Arbeitsgruppen beschaftigen sich mit der Suche nach der optimalen Dosis-Wirkungs-
Beziehung, da neben der Vermeidung oben erwahnter Nebenwirkungen vor allem
Kosten eingespart werden konnten.

Die in dieser Arbeit fiur die Proteintiere gewahlte Dosis wurde aufgrund
vorangegangener Studien und eigener in vitro-Ergebnisse gewahlt. Die Zunahme der
Osteoblastenzahl im untersuchten Knochen der Proteintiere weist auf eine starkere
Knochenneubildung im Vergleich zu den Plasmidtieren hin. Da es aber auch bei
letzteren zu einer kompletten Durchbauung des Defekts kommt, stellt sich die Frage,
ob die Dosis des BMP-2 bei den Proteintieren nicht weiter reduziert werden konnte,
ohne ein Ausbleiben der Konsolidierung in Kauf zu nehmen. Vielleicht kdnnte hiervon
auch die Qualitat des Knochens profitieren; hier waren in Voruntersuchungen noch
reichlich unmineralisiertes Osteoid und interzellulare Substanz sowie mehr elastische
Fasern vorhanden [Stdhrer 2009]. Ahnliches wird auch in Studien mit adsorbierten
Wachstumsfaktoren beobachtet. Hier kommt es in einer zu frihen Phase zu erhdhten
Konzentrationen, die die Knochenregeneration eher zu hemmen scheinen [Liu
2007a, Liu 2004b, Liu 2007b], da hier wohl auch resorptive Prozesse in Gang gesetzt
werden [Benglis 2008, Paul 2009, Toth 2009]. Moglicherweise kann die
Konzentration des Wirkstoffes reduziert werden. Dies kdnnte aber zu einem raschen
Abfall der Wirkstoffkonzentration unter eine effektive Dosis und damit einer zu kurzen
Wirkdauer fihren.

Wirkstoffkonzentration:

-43 -



Diskussion

Eine Mdglichkeit, die Konzentration des BMPs ohne Einbul3en bei der Stimulation der
Knochenneubildung zu reduzieren bzw. die Anzahl osteogener Zellen am Zielort zu
erhohen, ist die Implantation differenzierter oder undifferenzierter mesenchymaler
Stammzellen, was im klinischen Alltag bereits erfolgreich umgesetzt wird [Hernigou
2005, Jager 2009, Wongchuensoontorn 2009]. Diskutiert wird auch die Notwendigkeit
der Kombination mehrerer Wachstumsfaktoren, da in den meisten Studien nur ein
Faktor verwendet wird [Bessho 2002, Burdick 2002, Mehta 2012]. Das ,Diamond
concept” [Giannoudis 2009] sieht neben den osteogenen Zellen noch das
Zusammentreffen eines osteokonduktiven Gerlsts und einer osteoinduktiven
Stimulation im gesunden umliegenden Gewebe als essentiell an [Calori 2011,
Giannoudis 2007, Giannoudis 2008]. Fehlt einer dieser Faktoren vollstandig oder
teilweise oder tritt er zum falschen Zeitpunkt auf, kann die Physiologie der
Knochenregeneration aus dem Gleichgewicht gebracht werden, mit der Folge von
madglichen Komplikationen [Giannoudis 2008].

Tragersubstanz:

Da neben der Dosis des Wachstums- bzw. Differenzierungsfaktors die
Freisetzungskinetik eine entscheidende Rolle spielt, kann man durch Veranderungen
am Tragermaterial die regenerative Wirkung entscheidend beeinflussen. Prinzipiell
kommen als Tragersubstanz neben beschichteten Folien -wie hier verwendet- oder
anderen Implantaten auch diverse Scaffolds in Betracht [Morishita 2006, Quarto
2001, Warnke 2004]. Einige Arbeitsgruppen erhoffen sich durch Verwendung neuer
dreidimensionaler Tragermaterialien, im ldealfall mit biomimetischer Funktion, eine
effektivere Nutzung bzw. hohere Effektivitat von BMP und dadurch mogliche
Dosisreduktion [Brown 2011, Haidar 2009, Kolambkar 2011, Lee 2011, Liu 2005,
Majid 2011, Zhou 2009]. Lee konnte beispielsweise durch die Kombination eines
Kollagenschwamms mit eingearbeiteten Nanofasern die bendétigte BMP-Dosis bei
gleicher Wirkung um 90% reduzieren [Lee 2013]. Im vorliegenden Versuch handelt
es sich bei der PDLLA-Beschichtung der Titanfolie streng genommen nur um ein
zweidimensionales Konstrukt, in welches die bioaktiven Wirkstoffe inkorporiert sind.
Allerdings sind beschichtete Titanimplantate aus mechanischer Sicht nicht einfach
durch Kollagenschwamme oder andere dreidimensionale Konstrukte zu ersetzen.
Bezuglich der Freisetzungskinetik wird ein langsamer und kontrollierter also
programmierter Release angestrebt. Hier soll bei gleicher Dosis die osteogene
Potenz hoher sein [Jeon 2008]. Zusatzlich ist der Zeitpunkt der BMP2-Applikation
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entscheidend, eine verzogerte Freisetzung ist laut einigen Arbeiten effektiver [Betz
2007, Liu 2005, Schliephake 2010, Seeherman 2006]. Da die bioaktiven Wirkstoffe in
der vorliegenden Versuchsanordnung in die PDLLA-Beschichtung inkorporiert sind
und erst nach Resorption der aufiersten Schicht von den Zielzellen verwendet
werden konnen, kann man hier von einer verzogerten Freisetzung ausgehen. Das
BMP-Plasmid ist durch die COPROGs zusatzlich geschutzt und erlaubt so Uber einen
langeren Zeitraum die Internalisation von Zellen am Zielort. Hier sehen viele Autoren
einen Vorteil gegenuber der direkten Proteinapplikation, da Proteine nur eine sehr
kurze Halbwertszeit haben [DeCoster 2004, Eppley 2005, Fang 1996, Huang 2005,
Parikh 2002, Peter 1998, Rose 2002]. Dies ist ein wichtiger Schritt zur Annaherung
an die physiologischen Vorgange bei der Knochenregeneration, auf die das
Hauptinteresse der Forschung zur Knochenregeneration abzielt. Neben der
Verwendung mehrerer Wachstumsfaktoren ist von entscheidender Bedeutung, die
Freisetzungskinetik besser zu verstehen. Da bislang alle erfolgreich eingesetzten
Arbeiten auf empirischer oder trial and error basierter Methodik beruhen,
versprechen hier eventuell mathematische Modelle und 3D-Zellkulturen oder
Bioreaktoren Fortschritte bei der Erforschung effizienterer Freisetzungs- und
Tragereigenschaften [Baker 2011, Chen 2007, Lin 2006, Tzafriri 2005, van Midwoud
2011, Webster 2010].
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6 Zusammenfassung

Der osteoinduktive Effekt von bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) ist in
zahlreichen Studien getestet und belegt worden. Die vorliegende Arbeit hatte zum
Ziel, die Wirkung unterschiedlicher Wachstumsfaktorapplikationen auf zellulare
(Osteoblasten und  Osteoklasten) und vaskulare Parameter bei der
Knochenregeneration zu untersuchen.

Hierflr wurden in einem Tierversuch Critical size Defekte im Kieferwinkel von
Sprague-Dawley-Ratten gesetzt und mit einer Titanfolie abgedeckt. Diese war mit
PDLLA (Poly(D,-L)-Laktid) beschichtet, welches entweder einen COPROG -
geschitzten Genvektor mit BMP-2-Plasmid in verschiedenen Konzentrationen oder
ein rekombinantes humanes BMP-2 enthielt. In Voruntersuchungen hatte sich im
Vergleich zur Plasmidgruppe in der Gruppe mit rekombinantem Protein eine
UberschieRende Neubildung von minderwertigem Knochen gezeigt.

Um der Ursache hierfur auf den Grund zu gehen, wurde eine immunhistochemische
und histologische Untersuchung der drei zentralen Saulen der Osteogenese wie
Osteoblasten, Osteoklasten und Vaskularisation durchgefuhrt. Die Osteoblasten
wurden mit Osteocalcin und die Osteoklasten mit CD 68 angefarbt, wahrend fur die
Vaskularisierung mangels spezifischer immunhistochemischer Marker die
konventionellen histologischen Schnitte herangezogen wurden. Alle Treffer wurden
mit einer Bilderkennungssoftware direkt auf die gesamte zu untersuchende
Knochenflache bezogen und so ein entsprechender Quotient errechnet. Hinsichtlich
Osteoklastenzahl und Gefallversorgung unterscheidet sich die Methoden nichtviraler
Gentransfer und rekombinantes Protein nicht wesentlich voneinander. Allerdings
lasst der starkere Anstieg der Osteoblastenzahl im zeitlichen Verlauf in der
Proteingruppe eine zu hohe Dosierung des Proteins vermuten und kdnnte auch eine
Erklarung fur die in Vorversuchen nachgewiesene UberschieRende Knochenbildung
sein. Die Ausgewogenheit der Osteoklastenanzahl im zeitlichen Verlauf wiederum
lasst auf eine kontinuierliche Freisetzung der bioaktiven Wirkstoffe schlieRen, ohne
dass es zu einem unerwunschten initial burst release® kommt. Der hier
nachgewiesene Rickgang der GefaRanzahl wird so auch in der Literatur
beschrieben, normalerweise wird dies durch zunehmende Gefaldurchmesser
kompensiert. Aufbauend auf diese Ergebnisse sollte weiter an einer Optimierung der

Dosis-Wirkungsbeziehung osteoinduktiver Faktoren gearbeitet werden, um diese
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bereits in der Klinik angewandte Technologie kostengunstiger, aber vor allem

sicherer, vorhersagbarer und komfortabler fur den Patienten gestalten zu kdnnen.
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Tabelle 14:
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Vor- und Nachteile der am haufigsten verwendeten Vektoren
[Oberholzer 2006]
verwendete Antikorper
Gruppenvergleich Randbereich mit Signifikanz
undStandardfehler der Differenz

Gruppenvergleich  Zentralbereich mit  Signifikanz  und
Standardfehler der Differenz

Gruppenstatistiken Osteocalcin Randbereich mit Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler des Mittelwerts
Gruppenstatistiken Osteocalcin Zentralbereich mit Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler des Mittelwerts
Gruppenvergleich CD68 Randbereich mit Signifikanz und
Standardfehler der Differenz

Gruppenvergleich CD68 Zentralbereich mit Signifikanz und
Standardfehler der Differenz

CD68 Randbereich mit Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler des Mittelwerts
CD68 Zentralbereich mit Mittelwert,

Standardabweichung und Standardfehler des Mittelwerts

Gruppenstatistiken

Gruppenstatistiken

Gruppenvergleich Gefalle Randbereich mit Signifikanz und
Standardfehler der Differenz
Gruppenvergleich Gefalke Zentralbereich mit Signifikanz und
Standardfehler der Differenz
Gefalle Randbereich mit Mittelwert,

Standardabweichung und Standardfehler des Mittelwerts

Gruppenstatistiken

Gruppenstatistiken Gefalle Zentralbereich mit Mittelwert,

Standardabweichung und Standardfehler des Mittelwerts
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10 Abkurzungsverzeichnis

BMP bone morphogenetic protein

CD cluster of differentiation

COPROG Copolymer protected Gene Vector
HE Hamatoxylin-Eosin

IHC Immunhistochemie

PBS-Puffer Phosphate buffered saline

PDLLA Poly-D,L-Laktid

rh rekombinant human

ROI Region of interest

SMA smooth muscle actin

TRAP tartrate resistant acid phosphatase

VE-Wasserbad

voll entmineralisiertes Wasserbad
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