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1 EINLEITUNG

Wachstumsfaktoren ermoglichen der modernen Medurid Chirurgie neue
Therapieansatze nach Tumoroperationen oder bei Behandlung von
komplizierten, schlecht heilenden Frakturen. Fig 8timulation von Knorpel-
und Knochenwachstum hat sich eine Gruppe von Faktobesonders
hervorgetan: die sogenannten BMPs - Bone MorphdgeReoteins (Barnes et al.
1999, Kubler 1997, Paralkar et al. 2002). InsbesomdBMP-2 hat sich als
potenter Faktor fur die Induktion von Knochennedioilg erwiesen. Inzwischen
kann dieser Faktor sogar synthetisch hergestelitleve (rh-BMP-2) (Ducy und
Karsenty 2000). Die Frage stellt sich jedoch naah vor nach der geeigneten
Konzentration, die eine optimale Reaktion des vodeaen Gewebes auslost und
nach geeigneten Tragermaterialien, mittels deren wmie@ \Wachstumsfaktoren
einbringen und kontrolliert freisetzen kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb unteesdiich hohe Konzentrationen
des Wachstumsfaktors rh-BMP-2 mittels zweier Traggerialien (praformierte
Polylaktidtrager und Kollagentrager equinen Ursggs)n in experimentelle
Knochendefekte eingebracht und die AuswirkungendéeifikKnochenheilung und

Knochenneuentstehung beobachtet.

1.1 Knochengewebe

Knochengewebe ist ein spezialisiertes, besondaipdest Stiitzgewebe. Neben der
Stutzfunktion ist es fur den Mineralstoffwechsebr(\allem des Kalziums) und
durch das Knochenmark fir die H&matopoese (Bluibdd zusténdig.
Bestandteile des Knochengewebes sind zum EinenZelien (Osteoblasten,
Osteozyten, Osteoklasten), zum Anderen die Intetaesubstanz, bestehend aus
Grundsubstanz, kollagenen Fasern und mineraliséimdeilen (Baumhoer et al.
2000, Horn et al. 2003, (Martin TJ 1988, Moll un@Iv2003).



Einleitung Seite 2

Die Zellen:

- Osteoblasten entstammen mesenchymalen VorlallearzeSie bilden die
Grundsubstanz des Knochens, das Osteoid. Haupesagtodukt ist dabei Typ-I-
Kollagen. Des Weiteren werden Glykoproteine wie .z®steokalzin und
Osteonektin  hergestellt, welche die Einlagerung vbineralien in die
Kollagenfibrillen férdern.

- Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen, dis ader Monozyten-
Makrophagen-Linie stammen. Mit Hilfe der alkalisnhehosphatase sind sie in
der Lage den Knochen enzymatisch abzubauen undudafzeizusetzen. Hierbei
entstehen so genannte Howshipsche Lakunen, in dkaédsteoblasten liegen.

- Osteozyten sind die Nachfahren der Osteoblasten,sich im Rahmen der
Knochenbildung (Ossifikation) mit Knochen umgeberd teingemauert haben.
Sie liegen in Lakunen im Knochen und kommunizier@oer ihre feinen
Zytoplasmaauslaufer untereinander. An inneren wifigééen Knochenoberflachen
finden sich besondere Osteozyten, die Bone-LinielisC die die fur den
Knochenumbau zustandigen Zellen anlocken kdnneerjéimth 1992, Baumhoer
et al. 2000, Dietsch 1992, Moll und Moll 2003).

Interzellularsubstanz:

Die Interzellularsubstanz oder auch Extrazellul&atrix besteht in ihrer

Grundsubstanz aus organischen Anteilen wie Typ Illagenfasern,

Proteoglykanen und Glykoproteinen (Osteonektin, eQstlzin). In diese

Grundsubstanz werden die mineralischen Anteile anierganische Phosphate,
Kalzium (99% des Korperkalziums ist im Knochen gaspert), Karbonat,

Magnesium oder Fluor eingelagert. Anorganische phaie und Kalzium bilden

stabile Geflige, die Apatitkristalle (v.a. Hydroxysit) (Baumhoer et al. 2000,
Martin TJ 1988).
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Es gibt zwei Arten von Knochengeweben: Faser- b@eflechtknochen und

Lamellenknochen. Der embryonale Faser- und Gehedtchen besteht aus
ungeordneten kollagenen Fasersystemen und wirceineaisten Jahren in den
mechanisch belastbareren Lamellenknochen umgewandel

Der Lamellenknochen ist auf Grund seines lamelleger Aufbaus stabiler als
der Faserknochen. Er kann in zwei Bereiche untemeirden: Die Substantia
compacta, kompakter, sehr stabiler Knochen, ddr sieist randstandig in den
Roéhrenknochen oder auch Kieferknochen befindet,diadSubstantia spongiosa,
der innere Knochenanteil, der in lockeren schwarntiger Knochenbélkchen

organisiert ist. Zwischen diesen Schwammchen befinsich im Knochenmark
die blutbildenden Zellen. Aul3er an den UberknogoelGelenkenden ist jeder
Knochen ringsum von einer Knochenhaut, dem Peridstyzogen, das fur die
Anheftung der Sehnen und Bander an den Knochert. d0eg Periost enthalt
zahlreiche Nervenfasern (hohe Schmerzempfindli¢ghkgiut- und Lymphgefalle

sowie Osteoblastenstammzellen, die bei der Fraétiurig eine wichtige Rolle

spielen (Baumhoer et al. 2000, Moll und Moll 2003).

1.2 Knochenbildung (Ossifikation)

Bei der Knochenbildung wird zwischen zwei verscbkigeh Entstehungsweisen

unterschieden — der chondralen und der desmalafikagen.

1.2.1 Chondrale Ossifikation

Die indirekte chondrale Knochenbildung erfolgt Ubesin knorpeliges
Vorlaufermodell und geschieht in zwei sich Ubersitienden Schritten, der

perichondralen und der enchondralen Ossifikation.
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Bei der perichondralen Ossifikation wandeln sicliefedes Perichondriums zu
Osteoblasten um und produzieren eine knécherne dflatte um die knorpelige

Diaphyse (Knochenschaft) des Knochens. Hierdurctscidechtert sich die

Versorgung der Knorpelzellen, der Chondrozyten, hsipertrophieren, treiben

blasenartig auf, die Interzellularsubstanz verkalktl die Knochenmanschette
vergroRert sich. Aus ihr entwickelt sich die spatéompakta.

Gleichzeitig kommt es zur enchondralen Ossifikgtindem Blutgefaf3e durch die
perichondrale Knochenmanschette dringen und mernhMesenchymzellen und
Chondroklasten, die den Knorpel von innen abbaAes.den Mesenchymzellen
entwickeln sich Osteoblasten, die mit der Ablaggrmon Osteoid und dem

Aufbau von Knochen beginnen.

Die knorpeligen Epiphysen der Réhrenkochen stalienWachstumszentren des
Knochens dar. Erst mit Verknocherung dieser Wachstugen schlie3t das
GroRRenwachstum des Korpers ab. Im weiteren VedasfLebens kommt es zu
Umbauprozessen, mit denen sich der Knochen an efyebgnen Situationen
anpasst (Remodeling) (Baumhoer et al. 2000, Mall Moll 2003, Rakosi und

Jonas 1989, Schwenzer und Ehrenfeld 2002).

1.2.2 Desmale Ossifikation

Die desmale Ossifikation geschieht auf bindegewsrbigrundlage. Es kommt zu
einer Zellvermehrung im Mesenchym und zur Entwinglwon Osteoblasten.
Diese beginnen Osteoid und Kollagen zu produziddemch die Einlagerung von
Mineralien wie Kalzium und Phosphat kommt es zurskildung von
Apatitkristallen und es entsteht ein Faser/Geflaotthen mit zunachst noch
geringer Verkalkungsdichte. Dieser wird durch vemne Apatiteinlagerung und
funktionale Ausrichtung von Knochenbélkchen in debelastbareren
Lamellenknochen des Erwachsenen umgewandelt (Mwall Moll 2003, Rakosi
und Jonas 1989).
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1.3 Knochenregeneration

Knochen ist ein aul3erst regenerationsfahiges Gewaalsein der Lage ist sowohl
bei einer Fraktur wieder auszuheilen als auch imféaes Lebens sich standig
verandernden mechanischen Belastungen anzupassematinilMRB 2000,
McKibbin 1978). Kommt es zu einer Knochenfrakturdudabei zu einer
Verletzung der intraossdren und periostalen Blafgef bildet sich im
Frakturspalt ein Hamatom. Zellen chondrogener wtdagener Potenz wandern
ein und bilden den sogenannten Kallus, ein Knokelehengewebe, welches
anschlieBend im Rahmen der sekundaren Frakturlgeilun stabilen
Lamellenknochen umgewandelt wird (Remodeling) (Baret al.1999, Baumhoer
et al. 2000).

Gelingt es die Frakturenden durch Osteosynthesstahilisieren, ist auch eine
primare Frakturheilung ohne Kallusbildung mdglich.

Kommt es nicht zu einer kndchernen DurchbauungRifektes, sondern wird
nur eine bindegewebige Uberbriickung erreicht, Bpricman von einer
Pseudarthrose (Littenberg et al. 1998, Baumhoal. 2000).

Bei groReren Defekten uberbrickt man im Rahmenr édperation den Defekt
mittels verschiedenster Materialien (siehe Knochsatematerialien), die eine
Osteokonduktion und/oder — induktion bewirken (Beret al. 2000, Stitzle et al.
1998, Urist 1965).

1.4 Osteokonduktion

Bei der Osteokonduktion dient das eingebrachte idtals Knochenleitstruktur,
in die das umgebende Knochengewebe einwachsen RamiRegeneration geht
ausschlieBlich vom vorhandenen Knochenlager aus, Etaatzmaterial dient
lediglich als Leitschiene und wird von Knochen dsetzt und schlief3lich
allmahlich substituiert (Burchardt 1983, Urist 1965
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1.5 Osteoinduktion

Bei der Osteoinduktion dient das eingebrachte N&taicht nur als Leitschiene,
sondern besitzt einen stimulierenden Effekt auf deflen des Lagergewebes.
Pluripotente Zellen - sogenannte Osteoprogenitte@e differenzieren sich zu
Osteoblasten und beginnen mit der Bildung neuencKewgewebes (Kubler
1997). Dies ist sowohl orthotop, d.h. im Knochengbe; als auch heterotop, d.h.
aul3erhalb des Knochens mdglich (Sampath et al., 1982t 1965, Urist et al.
1979, Wang EA et al. 1988).

1.6 Knochenersatzmaterialien

Schon lange besteht groRes Interesse daran, didungleivon grol3en
Knochendefekten oder komplizierten Frakturen zu ersttitzen und zu
beschleunigen. 1859 versuchte Ollier im TierexperitrkKnochendefekte mittels
Knochentransplantaten zu sanieren. Er pragte dggifiBe ,,autogen®, ,allogen*
und ,xenogen*“ (Ollier 1867).

Inzwischen sind zahlreiche unterschiedliche Methode und
Knochenersatzmaterialien beschrieben worden, digemheutigen Behandlung
von Frakturen und in der Wiederherstellungschimiledeutung finden. Dabei

wird zwischen Transplantaten und Implantaten uoteesien.

Transplantate
Ein Transplantat besteht aus Zellen, Geweben aereyn Organen.

(z.B. Herztransplantat)
Man unterscheidet dabei zwischen autogenen, allogennd xenogenen

Transplantaten.
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Autogen /Autolog

Von autogenen/autologen Transplantaten spricht m&enn es sich um
Transplantationen innerhalb desselben Individuurasdalt . Ein Vorteil der
autologen Transplantate ist die optimale Antigerndgtr, die Kkeine
Immunabwehrreaktion hervorruft. Nachteilig sindgeld die oft nur begrenzte
Verfugbarkeit und die Notwendigkeit einer Entnahperation (Foitzik und
Merten 1999, Kubler 1997, Schwenzer und EhrenféaR).

Allogen
Transplantate, die von einem anderen Individuunseleen Spezies stammen,

werden als allogen bezeichnet. Da das Infektioksridepatitis, HIV) bei einem
fremden Spender nicht unerheblich ist, sind dieikbtibnsbestimmungen fur
allogene Transplantate entsprechend hoch (Hierhalze Zilch 1980, Lord et al.
1988, Schratt und Spyra 1997). Die Wahrscheinliittlie eine HIV-Ubertragung
bei einer allogenen Knochentransplantation betda8k10 ¢ (Simmonds et al.
1992).Fir Hepatitis C betragt das Risiko 1:1-5X10nd fiir Hepatitis B 1:1x10
(Gartler 1994). Zudem ist auch bei den allogenean3plantaten immer eine
Entnahmeoperation notwendig (Rueger JM 1998).

Xenogen
Handelt es sich nicht nur um ein anderes Individugsondern um eine ganz

andere Spezies spricht man von xenogenen Tranafgant

Beispiele fur den Knochenersatz waren hier das $&iodozw. Ceros bovinen
Ursprungs, Interpore korallinen Ursprungs oder Algpore/Algisorb, das aus
Algen gewonnen wird. Die immunogene Eiweillkompoeewtrd dabei durch
Hitzebehandlung beseitigt, um Fremdreaktionen asfMaterial zu vermeiden
(Foitzik und Merten 1999, Kubler 1997, Schwenzett Ehrenfeld 2002).
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| mplantatmaterialien

Implantate bestehen aus kinstlich hergestelltenst@nben oder devitalem
Material nattrlicher Herkunft und dienen dem Erdatdender Korperteile (z.B.
Zahnimplantat) oder als Tragermaterial fir Substar(z.B. Carrier in Studien).
Bei den Materialien naturlicher Herkunft werden aur Lyophilisation,
Autoklavierung und Hitzebehandlung antigenetischrkeame Zellen und
immunogene Eiweil3bestandteile inaktiviert/zerstort.

Unterscheiden lassen sich die Implantatmaterialien organische und
anorganische Materialien. Zu den organischen Sobstazahlen Materialien wie
Kollagen, Polylaktide (PLA) oder PolyethylenglykdPEG). Anorganische
Materialien sind bspw. die Trikalziumphosphate, Aiankarbonate oder Titan.
Eine weitere Unterscheidung ist moglich in resatimee (Kollagen, Polymere)
und nicht resorbierbare Materialien (Titan).

Synthetisch hergestellte Implantatmaterialien (zFRlymere) sind zwar fast
unbegrenzt verfigbar, haben hinsichtlich ihrer Eilumg und Einbindung ist das
Gewebe jedoch nicht ganz so gute Eigenschaftematig@liche Gewebe (Foitzik
und Merten 1999, Kibler 1997, Ratner et al. 200zhwnzer und Ehrenfeld
2002).

1.7 Tragermaterialien

Implantatmaterialien kénnen mit bestimmten Substanz z.B.
Wachstumsfaktoren beschichtet werden, um eine #ehmé&nochenregeneration
herbeizufihren. Sie dienen dann als Tragermateriér Einsatz eines
Tragermaterials (Carriers) verbessert die Repredbarkeit von Ergebnissen in
Versuchen mit Knochenwachstumsfaktoren und schignKnocheninduktion zu
steigern (Sakou 1998).
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Tragermaterialien haben den Zweck, bestimmte Sobsta in diesem Fall
Wachstumsfaktoren, an einem bestimmten Ort koneenh&inbringen und dort
eine gewisse Zeit halten zu koénnen. Die Tragernaiem sollen dabei eine
reversible Bindung und Kkonstante Freisetzung von chstimsfaktoren
gewahrleisten. Sie sollten gewebevertraglich seinnd u keine
Fremdkoérperreaktionen hervorrufen (Bostrom et &98, Boyan et al. 1999,
Friedlander et al. 2001, Gao et al. 1993, Kawanume Urist 1988, Hollinger et
al. 1998, Itoh et al. 1998, Kirker-Head 1995, Kubekal. 1998, Ruppert et al.
1996, Schwartz et al. 1998, Winn et al. 1998, Wahal. 1999).

Die osteokonduktiven Eigenschaften sind erwinscjegoch sollte das
Tragermaterial resorbierbar sein — im Idealfalmstit die Resorptionsrate des
Carriers mit der des Knochenaufbaus tberein (Wiral. 6.998).

Langsam resorbierbare Materialien (z.B. Hydroxytapaverzégern zwar den
Remodeling-Prozess, gewahrleisten jedoch Uber eil#glgeren Zeitraum
Stabilitat und kdnnen so bei mechanisch beanspncbefekten ihren Einsatz
finden (Johnson und Urist 2000, Kusumoto et al.7}99

Eine gute Verfiigbarkeit und leichte Handhabe sinenéalls Eigenschaften, die
ein Carrier erfillen sollte (Li und Wozney 2001 ha&Cakteristika wie die Ladung,
die Oberflachenbeschaffenheit des Materials odesate Porengrofie nehmen
weiteren Einfluss auf die Angionese und das Einwachneuen Knochens
(Kuboki et al. 1995, Kuboki et al. 1998, Lane et 999, Murata et al. 1998,
Ripamonti und Reddi 1992, Sasano et al. 1993, Tsuet al. 1997, Uludag et al.
2000).
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1.8 Tragerbeladung und Freisetzungskinetik

Die Beladung der Tragermaterialien kann auf veestdme Arten erfolgen.

Die einfachste Art ist hierbei ein Tranken des (@asrin einer Losung mit der
gewunschten Konzentration des Wachstumsfaktors.

Es hat sich jedoch gezeigt, dass es bei diesenaMeri zu einer sehr raschen
Freisetzung des Wachstumsfaktors innerhalb deerer4-48 Stunden kommt
und nicht die gewilnschte langanhaltende, kontihcier Freisetzung erzielt
werden kann (Uludag et al. 2000). Um eine langdradende Freisetzung zu
erreichen, mussten weit hohere Dosen des Wachsikioss eingesetzt werden.
Ziel der Forschung ist es jedoch moglichst geringecheninduzierende
Konzentrationen an Wachstumsfaktoren einzusetzeniilaer langere Zeit nach
und nach freigesetzt werden und so die physiolbgiscVerhéltnisse der
Knochenheilung am ehesten imitieren.

Es wurde daher versucht Beladungsmethoden zu éwtricdie eine langsame
kontinuierliche Freisetzung der Wachstumsfaktorertauben. So wurden
beispielweise organische Zusatze verwendet, umAMiehstumsfaktoren langer
an die Trager zu binden (Cleland et al. 2001, HaleR001, King und Patrick
2000). 1996 verwendeten Tschakaloff et al. alsceds# Methode der Begasung
von Polylaktiden. Hierbei wurden die Polylaktidtesigunter hohem Cg&Druck
begast, so dass sie sich verflussigten und die Wtacisfaktoren einschlossen.
Diese Methode wurde im Verlauf der Jahre auch vodeeen Autoren als
erfolgreiches Modell beschrieben, WachstumsfaktanelPolymere einzubringen,
um ein kontinuierliches Freisetzungssystem zu &hgHarris et al. 1998, Hile et
al. 2000, Howdle et al. 2001, Mooney et al. 1996).

Schliephake et al. vertffentlichten 2007 eine HmeviStudie, bei der
Polylaktidtrager durch C&Begasung den Wachstumsfaktor rh-BMP-2
einschlossen. Sie beobachteten die Freisetzuny\Va@esstumsfaktors tber eine

Zeitspanne von 27 Tagen.
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Dabei zeigte sich eine anfanglich rasche Freisgtzunerhalb der ersten 9 Tage,
die Uberging in eine langsamere kontinuierlicheidetzung zum Ende der
Beobachtungsperiode.

Ein Modell, um die osteoinduktive Potenz solchest8&me zu testen, ist der
critical size defect. Unter einem critical size defectversteht man einen
Knochendefekt definierter Gré3e, bei dem es zuekespontanen kndchernen
Regeneration mehr kommt. Die Grof3e ist dabei sowohlder Spezies als auch
von der Lokalisation des Defekts abhangig (Aaboal.e1994, Bosch et al. 1998,
Hollinger und Kleinschmidt 1992). Kommt es nach &muas von
Wachstumsfaktoren zur knéchernen Durchbauung ein@isal size defectsso
erhalt man in ihr ein MalR fur die osteoinduktivegéischaft der getesteten

Substanz.

1.9 Wachstumsfaktoren

Im menschlichen Kdrper gibt es eine Reihe von Warhsfaktoren, die die
Entwicklung, Differenzierungs -und Reparaturvorgérgijeuern. Im Folgenden

soll nur ein kurzer Uberblick tiber einige wichtigéachstumsfaktoren erfolgen.

PDGF (Platelet Derived Growth Factor¥pielt eine wichtige Rolle bei der

embryonalen Entwicklung verschiedener Gewebe undjad®. Bei der
Frakturheilung wird PDGF von Thrombozyten des Rrakimatoms freigesetzt
und stimuliert dort mesenchymale Zellen und Fibast#n (Abendroth 1992,
Mohan und Baylink 1991).
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FGE (Fibroblast Growth Factor) Gbt einen mitogenen Effekt auf

Mesenchymzellen, Fibroblasten, Chondroblasten ustedRlasten aus und hat
zudem eine angiogene Wirkung. Daher spielt diesdtdf z.B. in der frihen

Knochenheilung eine Rolle (Barnes et al. 1999, Bostet al. 1999, Mohan und
Baylink 1991, Nakajima et al. 1998, Wang JS undekdgerg 1996).

IGFE (Insulin Like Growth Factor)

Bei diesem Faktor unterscheidet man zwischen IGRd IGF Il, wobei IGF |
eine hohere Wirkung zugesprochen wird. Wahrend IGRlie embryonale
Skelettentwicklung stimuliert, spielt IGF | im gpéen Leben bei Synthese und
Reparaturvorgdngen von Knorpel-, Knochen-, Sehoed-Muskelgeweben eine
Rolle (Hock et al. 1988, Prisell et al. 1993, Rirkahecht und Humbel 1978,
Trippel et al. 1996).

TGE-R (Transforming Growth Factor B)ird u.a. in Knorpel- und Knochenzellen

gebildet und anschlie3end in der Knochenmatrix ad@hrombozyten
gespeichert. Bei einer Fraktur kommt es zur Freiseg des Faktors und zur
Stimulierung von Mesenchymzellen und Chondrozyiarnes et al. 1999,
Bolander 1992, Bostrom und Asnis 1998, Centrelkal.et991, Centrella et al.
1994, Einhorn 1998, Joyce et al. 1990b, Robey. di%87, Rosier et al. 1998,
Sandberg et al. 1988, Trippel et al. 1996, vanEigrden-van Raaij et al. 1988).

BMP (Bone Morphogenetic Proteispielt ebenfalls eine groRe Rolle im Rahmen

der embryonalen Entwicklung und bei der Knochenimgl Es stimuliert die

Differenzierung von Mesenchymzellen zu Chondroklasind Osteoblasten und
ist der einzige Wachstumsfaktor, der allein in deage ist neues

Knochenwachstum zu induzieren (Hogan 1996a, Hod296l, Kibler 1997,

Paralkar et al. 2002, Reddi 2000a, Urist 1965).
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Da BMP-2 auch Gegenstand dieser Arbeit ist, wirdnéchsten Abschnitt noch

genauer auf die BMPs und ihre Wirkungsweise einggga.

1.9.1 BMP-Historie

1965 und 1979 fuhrte Urist in tierexperimentellemtéisuchungen eine
intramuskulare  Implantation mit  demineralisiertem noéhen (DBM
demineralized bone matrix) durch (Urist 1965, Ueisal. 1979).

Sie beobachteten dabei eine De-novo-Knochenbildondpeterotopen Gewebe
und stellten die These auf, dass sich in der Ma&riteine mit osteoinduktiven
Eigenschaften befinden mussten, die Urist als BMwphogenetic Proteins
(BMPs) bezeichnete (Kubler 1997, Paralkar et aQ22QJrist 1965, Urist et al.
1967). Seither wurden diese Proteine vielfaltigoes¢ht und bis heute konnten
Uber 40 verschiedene BMPs isoliert, charakterigied zum Teil rekombinant
hergestellt werden (Ducy und Karsenty 2000).

Obwohl BMPs vielfache Aufgaben - gerade in der gmobalen Entwicklung -
haben, nehmen die meisten von ihnen Einfluss aw Knorpel- und
Knochenbildung, indem sie die Proliferation und f&é&nzierung pluripotenter
Mesenchymzellen zu Chondro- und Osteoblasten iederzi(Barnes et al. 1999,
Bostrom und Asnis 1998, Cunningham et al. 1992,d10f996a, Hogan 1996b,
Korchynsky und ten Dijke 2002, Lind et al. 1996, ifaovic et al. 2002, Reddi
1994). Es handelt sich bei BMPs um dimere MoleKieei Uber Disulfidbriicken
verbundene Polypeptidketten), die in Osteoprogezetien und Osteoblasten
gebildet und in der extrazellularen Matrix des Kmemgewebes gespeichert
werden (Barnes et al. 1999, Nickel et al. 2002,drR&898, Reddi 2001, Wozney
und Rosen 1998). BMPs zeigen eine hohe evolutiodarstanz, d.h. es finden
sich auch zwischen verschiedenen Spezies weitesidehidentische
Aminosauresequenzen (Ozkaynak et al. 1991, Paratkalr 2002, Sampath und
Reddi 1983, Urist et al. 1979, Wozney et al. 1988).



Einleitung

Seite 14

Eine Ubersicht einiger der bisher entdeckten BMiBsdije folgende Tabelle 1.

Name Alternative Bezeichnung Potentielle Funktion
BMP-2 BMP-2A Knochen- und
Knorpelmorphogenese
BMP-3 Osteogenin Knochenbildung
BMP-3B GDF-10 Knochenbildung
BMP-4 BMP-2B Knochen- und
Knorpelmorphogenese
BMP-5 - Knochenmorphogenese
BMP-6 Vgr-1 Knorpelhypertrophie
BMP-7 OP-1 Knochendifferenzierung
BMP-8 OP-2 Knochenbildung
BMP-12 GDF-7, Bénder- und
CDMP-3 Sehnenentwicklung
BMP-13 GDF-6, Knorpelentwicklung und
CDMP-2 -hypertrophie
BMP-14 GDF-5, CDMP-1, Mesenchymverdichtung
CDMP-2 und Chondrogenese

Tab. 1: Ubersicht iiber BMPs (Ramoshebi et al. 260@ger DC 2002)

BMP: Bone Morphogenetic Protein

OP: Osteogenic Protein

Vgr: Vegetal (Protein) Related

CDMP: Cartilage Derived Morphogenetic Protein
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1.9.2 BMP-Rezeptoren und Signaltbertragung

Bone Morphogenetic Proteins binden an transmembeaikizeptoren mit einer
Serin/Threonin-Kinase-Aktivitat (Aoki et al. 200Korchynsky und ten Dijke
2002, Nickel et al. 2002, Reddi 2001, Rueger DC2Z0@amashita et al. 1996).
Dabei kann man zwischen einem Typ-I- und einem [Rezeptor
unterscheiden, wobei BMPs fiir ersteren eine hoA#iritat zeigen (Heldin et
al. 1997, Massagué 1998).

Um eine Aktivierungskaskade auszuldsen, ist alteysliein heteromerer Komplex
aus Typ-I- und Typ-llI-Rezeptor notwendig (Koenigaét1994, Korchynsky und
ten Dijke 2002, Liu et al. 1995, Massagué 1998, idokt al. 1995, Piek et al.
1999, Rosenzweig et al. 1995, ten Dijke et al. 1¥3nashita et al. 1995).

So wird nach der Bindung von BMP an den Typ-I-Rézeder Typ-lI-Rezeptor
miteinbezogen, wodurch es zur Phosphorylierung iatnazellularen Proteinen -
sogenannten Smads - kommt (Carcamo et al. 1994;hkiosky und ten Dijke
2002, Massagué 1998, Piek et al. 1999, Reddi 2001).

Der Begriff ,Smad” setzt sich zusammen &isa (small body size)nd Mad
(motheragainst decapentaplegiczwei Genen, die in unterschiedlichen Spezies
entdeckt wurden und fur die anschlielend eine gesaeie Nomenklatur gesucht
wurde (Heldin et al. 1997, Korchynsky und ten Dif@02, Reddi 2001, Savage
et al. 1996, Sekelsky et al. 1995).

Es gibt aktive R-Smads, Co-Smads und inhibiererinédds (Korchynsky und
ten Dijke 2002, Nakao et al. 1997, Reddi 2001, Ru&C 2002).

Nachdem der Rezeptorkomplex aktiviert wurde, koremizur Phosphorylierung
eines R-Smads, das mit Hilfe eines Co-Smads inNidedleus eindringt (Correia
et al. 2001, Ebisawa et al. 1999, Heldin et al.71%%awabata et al. 1998, Lagnha
et al. 1996, Massagué 1998, Nishimura et al. 18f&ger DC 2002, Shi et al.
1997).
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Vermittelt durch weitere DNA-bindende Proteine kelbmlieser Komplex an das
spezifische Zielgen und l6st dessen Transkriptioa @Massagué und Wotton
2000, Paralkar et al. 2002, ten Dijke et al. 2000).

Inhibierende I-Smads unterbinden eine solche Trgotgbn indem sie kompetitiv
zu den R-Smads an die Bindungsstelle der Rezeptgrlexe binden und so eine
Aktivierung der R-Smads verhindern und die Aktiviegskaskade unterbrechen
(Hayashi et al.1997, Imamura et al. 1997, Naka. €t997).

1.9.3 rh-BMP-2

BMP ist in geringen Mengen in der Knochenmatrix pgéshert (Baylink et al.
1993, Joyce et al. 1990alJm genigend Material fir wissenschaftliche
Untersuchungen zu gewinnen, kann zum Einen auf Rusderknochen
gewonnenes bovines BMP zurtickgegriffen werden (Katoal. 1993, Lindholm
et al. 1988). Mittlerweile gibt es jedoch auch Mdélgkeiten rekombinantes BMP
gentechnisch herzustellen.

Diese BMPs erhalten dann das Prafix ,rh* und werdssispielsweise in

bakteriellen Expressionssystemen wie E.coli gewonne

1.10 Zielsetzung

Bei der Behandlung von komplizierten Frakturen gnd3en Defekten ertffnet
die Mdglichkeit der rekombinanten Herstellung vasteninduktiven Substanzen
wie rh-BMP-2 der heutigen Knochenchirurgie neue Nbbdgeiten und

Therapiekonzepte (Ducy und Karsenty 2000).
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Untersucht wurden Wachstumsfaktoren in der Vergahei in einer Vielzahl
von Studien, insbesondere TGF-i3, IGF |, BMP-2, BM&iad BMP-7 (Arosarena
und Collins 2005b, Aspenberg et al. 1996, Beckl.e1293, Boyne et al. 2006,
Busch et al. 1996, Hock et al. 1988, Hyun et al%2@Pang et al. 2004, Roldan et
al. 2004, Schliephake 2002, Thaller et al. 1993).

Fur die Stimulation von Knochen zeigte sich dalsdnders BMP-2 als potenter
osteoinduktiver Faktor (Boyne 1996, Chu et al. 200arukawa et al. 2001,
Nagao et al. 2002, Valentin-Opran et al. 2002, d&get al. 1997).

Eine Reihe von Materialien wie Hydroxylapatit, Kialnphosphate, Titanmeshs,
Kollagen und Polymere wurde hinsichtlich ihrer Higg als Carrier zum
Einbringen der Substanzen untersucht. Osteoindektirvdhigkeiten haben
Wachstumsfaktoren wie BMPs (Bone Morphogeneticdtng) dabei sowohl mit
organischen als auch mit anorganischen Carriernesew (Bouxsein et al. 2001,
Gao et al. 1993, Kawamura und Urist 1988, Lee 1299, Winn et al. 1999).
Einige Tragermaterialien erwiesen sich als zu weigim einen mechanisch
stabilisierenden Effekt auf die Fraktur bzw. derfdBe ausiiben zu kénnen oder
es kam lediglich zu einem schnellen FreisetzenWashstumsfaktors aus dem
Tragermaterial und nicht zu der gewiinschten langiéerden, kontinuierlichen
Abgabe (Kim et al. 2005, Kanematsu et al. 2004védia et al. 2006, Seeherman
et al. 2006, Uludag et al. 2000, Vehof et al. 2001)

Speziell begaste Polylaktidimplantate haben siclimer In-vitro-Vorstudie als
geeignetes System erwiesen, um rh-BMP-2 einzufdrieund anschliel3end
kontrolliert und langanhaltend freizusetzen (Sgitieke et al. 2007).

Ziel dieser Arbeit war es, zu Uuberpriufen, ob dientkallierte langsame
Freisetzung von rh-BMP-2 aus solchen vorgeformtetyl&tidimplantaten zu
einer Knocheninduktion und Defektuberbriickung befdRten kritische Grol3e in
vivo fuhrt. Zudem sollte untersucht werden, ob sidnterschiede zu den
Kollagentragern dieser Studie verzeichnen lasseén, letliglich mit gleichen

Konzentrationen des Wachstumsfaktors getrankt wurde
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 rh-BMP-2

In dieser Studie wurde rekombinantes rh-BMP-2 vedet, da BMP-2 zu einer
in Vorstudien erwiesenen zuverlassigen De-novo-Keasynthese fihrt (Kubler
1999, Wang EA et al. 1990).

Der Wachstumsfaktor rh-BMP-2 stammte vom Helmhp#ttitut (ehemals GBF —
Gesellschatft fur_Btechnologische érschung) aus Braunschweig und wurde dort
rekombinant in E.coli hergestellt (Schliephakele2@07).

Geliefert wurde das rh-BMP-2 als Pulver in lyophérter Form.

Um die Menge an rh-BMP-2 quantifizieren zu konneayde ein spezieller von
Dr. Mark Hennies entwickelter ELISA verwendet, der der Lage ist im
bakteriellen E.coli System hergestelltes bac-rh-BRRI bestimmen.

Ein ELISA (Enzyme _linked Immunosrbent _Assay) ist ein immunologisches
Nachweisverfahren, das durch  Antikérper-Antigen-geljpng  mittels
angehefteter Enzyme und daraus resultierenden fRadhllags bestimmte
Proteine, Hormone und auch Wachstumsfaktoren edtenmnd quantitativ
darstellen kann. Bei dem hier verwendeten ELISAde#te es sich um einen
kompetitiven Test mit 2. Antikorper und Biotin-Sttavidinsystem.

Die Enzymreaktion der Proben wurde in einer Mikesplatte im Photometer
Genion Plus der Firma Tecan, Crailsheim gemessdrdanrh-BMP-2-Gehalt so

quantifiziert.
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2.2 Polylaktidtrager

Ein Tragermaterial, das in dieser Studie verwendsurde, waren

Polylaktidimplantate. Dieses Material (Poly-D,L-Ehisdure =PDLLA) ist ein
synthetisch hergestelltes resorbierbares Polymer.

Bei Milchsaure handelt es sich um ein natirlichesdelWil, welches vom Korper
abgebaut wird (Kulkarni et al. 1966, Laurencin Wwadche 1994).

Polylaktide eignen sich auf Grund ihrer Stabilité#itd Formgebung gut fur
mechanisch belastete Defekte (Winn et al. 199& étilal. 2000).

Die Polylaktidgranula zur Herstellung der Implastatammte vom Unternehmen

Boehringer, Ingelheim. (Resomer 208, logarithmis¢lskositatszahl 1,8 dl/g)

2.3 Kollagentrager

Als weiteres Tragermaterial wurde Kollagen unteinsu®as hier verwendete
Produkt war Kollagen Resorb, ein lyophilisiertes lIKgen-Vlies der Firma
Resorba CliniCa®, Nurnberg. Gewonnen wird dieses Material aus
Kollagenfibrillen equinen Ursprungs (Pferdesehnen).

Kollagen ist ein rasch resorbierbares Material,ctve$ sich durch seine gute
Formbarkeit und Handhabe auszeichnet (Horisakh £984).

Weitere Vorteile dieses Materials sind neben sdfn@kompatibilitat und der pH-
Stabilitat, die angiokonduktive Wirkung und die ktian als Knochenleitstruktur
(Osteokonduktivitat) (Riedel und Valentin-Opran 299

Jedoch ist Kollagen auf Grund seiner weichen Bdgafiaeit nicht in der Lage

stabilisierend auf Defekte zu wirken.
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2.4 Versuchstiere

2.4.1 Tierart

Fur die Versuche wurden 45 mannliche Wistar-Kyo#itéh mit einem Alter von
6 Monaten und einem Durchschnittsgewicht von 428gn@®n untersucht. Die
Tiere stammten von der Firma Harlan Winkelman Gn#ud Borchen und aus
hauseigener Ziuchtung.

Ratten zeigen gegeniiber Menschen eine schnellaktuRneilung, die zu einem
Zeitraffereffekt fuhrt und bei der Ubertragung &egebnisse auf Menschen
bertcksichtigt werden muss. Das Verhaltnis Ratlensch betragt dabei 5:1
(Coulson 1983, Sato und Urist 1985).

2.4.2 Haltung und Futterung

Die Tiere wurden bei Raumtemperatur 21 #-Qin Vierergruppen in
Makrolonkafigen Typ 4 mit einer Grundflache von 082n2 gehalten. Die
Luftfeuchtigkeit lag bei 45 +- 10 % und die Tieratten einen 12 Stunden Tag-
und-Nacht-Rhythmus. Als Einstreu dienten handelsfiblHolzspéne.

Geflttert wurde ad libitum mit dem Standard Naggefuder Firma Ssniff.

Die Wasserversorgung der Tiere erfolgte ebenfadlsliitum mit normalem

Leitungswasser.
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2.5 Herstellung der Implantate

Um die Polylaktidgranula mit dem Wachstumsfaktor \&rsehen, wurde das
gelieferte rh-BMP-2 als wassrige Losung unter di¢-Adlylaktidgranula
gemischt, lyophilisiert und bei - 80 C gelagert. Dabei wurden zwei
Konzentrationen gebildet : 16Q@ rh-BMP-2/ g Polymer und 8¢y rh-BMP-2/

g Polymer. Von den so beschichteten Granula wurpgeweils 0,06 g in
vorgefertigte Mulden einer PTFE (Poly-Tetra-Fludhyen) - Platte gegeben und
bei Zimmertemperatur 2 Stunden einer ;CBlochdruckbegasung bei 100 bar
ausgesetzt, bei der die Trager sich verflussigted die Wachstumsfaktoren
einschlossen (Schliephake et al. 2007).

So entstanden Implantatkérper von 8 mm Durchmasseér3 mm Dicke, die bei
der hohen Wachstumsfaktorkonzentration 1§ rh-BMP-2 pro Implantat
enthielten und bei der niedrigeren 4grh-BMP-2 pro Implantat.

Diese Begasung der Implantate wurde an der UnilbugsEssen, Abteilung
Anorganische Chemie unter der Leitung von Prof.NDrEpple durchgefiihrt.

Bei den Kollagentragern wurden ebenfalls die beidenzentrationen von 96 —
bzw. 48 pg rh-BMP-2 pro Implantat hergestellt. Dawurde das Pulver
entsprechend mit MES-Puffer (2-(Ndvpholino)éhansilfonsaure) verdunnt, bis
die gewlnschte Konzentration erreicht war. Ans@dred wurden die
Kollagentrager bei Zimmertemperatur mit der jevgaih Losung betraufelt.
Sowohl bei den Polylaktidtragern als auch bei defldgentragern wurden die
beiden gebildeten Konzentrationen in Gruppen varf fiew. drei Tieren Uber
verschieden lange Zeiten (6, 13 und 26 Wochenktgdte Tragermaterialien ohne
einen BMP-2-Zusatz und reine Leerdefekte dientsrikahtrollen.

Getestet wurden die beiden Tragermaterialien jewmit unterschiedlich hohen

Konzentrationen Uber verschieden lange Zeitraumebdsrlabelle 2).
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Uberblick Gber die Konzentrationen, Zeiten und lampétionsorte :
6 Wochen 96 ug rh-BMP-2 48 ug rh-BMP-2 | Blank
pro Implantat pro Implantat
UK re UK i UKre |UKIi UK re UK i
5xPLA |3xKG [5xPLA [3xKG |5XPLA |5xKG
4 X Leer
13 Wochen |96 ug rh-BMP-2 48 ug rh-BMP-2 | Blank
pro Implantat pro Implantat
UK re UK i UKre |[UKIi UK re UK i
5XPLA [3XxKG [4xPLA [3xKG |5xPLA |5xKG
3 X Leer
26 Wochen |96 ug rh-BMP-2 48 ug rh-BMP-2 Blank
pro Implantat pro Implantat
UK re UK re UK re UK i
5x PLA 6 X PLA 5xPLA [16 x Leer

Tab. 2: Konzentrationen, Zeiten und Implantatiotesor

UK = Unterkiefer, re = rechts, li = links
PLA = Polylaktidimplantat

KG = Kollagenimplantat

2.6 OP

Die Ratten wurden mittels 5 mg/ kg KG Ketamin (18§/ml) und 75 mg/ kg KG

Xylazin (2 %) narkotisiert. Mit Hilfe eines Roseritrers wurde in die Mandibula

in Region des Kieferwinkels ein durchgéngiger Déefeiit einem Durchmesser

von 5 mm gesetzt. Dieser Defekt ensprach eiregitical size defectIn die

rechten Unterkiefer wurden die Polylaktidimplant&i@gebracht, wéhrend die

linke Seite die Kollagentrager erhielt.
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Aus den Polylaktidimplantaten wurden daflir zunachstittels eines
Henkellocheisens passende Tabletten von 5 mm Dws$en gestanzt und die
Ubrigen Anteile zerkleinert und lateral auf die langate aufgelagert.

Die Kollagentrager waren mit 8 mm etwas gréRedalsDefekt, liel3en sich aber
auf Grund ihrer guten Formbarkeit mihelos in di¢eR&e einbringen, so dass sie
sich nach lateral vorwdlbten. Tiere, die einen Refgesetzt bekamen jedoch
keine Implantate erhielten, dienten als Leerkolgro(siehe Tabelle 2).

Post OP erhielten die Tiere Schmerzmittel (Bupreghio), um eine mdgliche

systemische Beeinflussung durch Schmerzreize zrhinten.

Abb. 1: OP-Bild Abb. 2: OP-Bild
Préaparierter Defekt Defekt mit inseriertem
Polylaktidimplantat

2.7 Herstellung der Trenn-Dunnschliff-Praparate

Nach jeweils 6, 13 und 26 Wochen wurden die Kiefekel enthommen und in
einer 4% igen Formalinlésung fixiert. Vor der Eittbeg erfolgte eine
Entwasserung in aufsteigender Ethanolreihe (jeveeNsnuten in 50 % igem,

70 % igem und 2 x 96 % igem Ethanol) und die Irdtibn mit dem
Methylmethakrylat Technovit 91@) Heraeus Kulzer, Wehrheim.
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Nach einer Aushartung im Kuhlschrank bei®- @ fur 48 Stunden wurden die
Unterkieferblécke mit dem Sekundenkleber Loctit 4Bi@nkel, Dusseldorf) auf
die Objekttrager geklebt (Abb.4). Die Blocke wurdexuf ca. 100 pm
Schichtdicke abgetrennt und anschlieRend mit H#éfeer Schleifmaschine
(Exakt, Norderstedt) Schliffe in einer Starke vo@ @m zur histologischen
Untersuchung hergestellt (Abb.3 + 5).

Fur die Polylaktid- und Kollagentrager wurde datel gleiche Vorgehensweise

angewendet.

Abb. 4: In Technovit 9100
eingebetteter Unterkiefer

Abb. 5: Fertig geschliffenes und
gefarbtes Praparat

Abb. 3: Schleifmaschine der Firma Exakt

Die Schliffe erhielten im Anschluss ihre Farbungm&mith-Karagianes (Smith
und Karagianes 1974). Diese Farbung hat den Vortieiéralisiertes Gewebe wie
Knochen leicht erkenn- und abgrenzbar orange-maudéellen und Weichgewebe
wie Muskulatur blau. Die Farbung erfolgte mit zwrbstoffen, Methylenblau

und Alizarin.
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Zunachst wurde das Methylenblau in einem Gefal3Ntaignetrihrer auf einer
Heizplatte auf 80C erhitzt und die Schliffe fir 30 Sekunden eingeldu
Anschlieend wurde mit Aqua dest. gespult und dahliffe Uber Nacht
luftgetrocknet. Am nachsten Tag wurde bei Zimmegeratur 40 Sekunden in
Alizarin geféarbt, erneut mit Aqua dest. gespult uitzer Nacht luftgetrocknet.
Nach Eindeckelung der Schliffe am néchsten Tag emem Tropfen eines
speziellen Klebstoffs fur histologische Schliffen(Ellan, Merck, Darmstadt) und
erneuter Aushartung tdber Nacht waren die Schliffeeib fir die Mikroskopie.
Als Schliffebene wurde jeweils ein reprasentati8ehliff durch das Zentrum des

Defekts gewahlt.

2.8 Mikroskopie/Untersuchungsmethoden

Die Auswertung der gefarbten Schliffpraparate gt®imit Hilfe eines speziellen
computerunterstitzten Programms (KS 300 3.0 dendiZeiss, Jena) an einem

Mikroskop.

2.8.1 Mikroskop

Mit einem Axiophot Mikroskop der Firma Zeiss, Jef#bb.6), das Uber einen
Computer an einen Bildschirm Anschluss hatte, wourdee gefarbten Schliffe
betrachtet, beurteilt und bei 100 facher Vergrofigrabfotografiert und die
Bilder gespeichert.

Da es bei dieser VergroRerung am Mikroskop nichgliob war, das gesamte
Knochenareal auf einen Bildausschnitt zu bekommemngden mehrere
Einzelfotografien erstellt und anschlieBend am CQa@p wieder

zusammengesetzt, so dass ein Ubersichtsbild zuektisng entstand (Abb.7).
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Durch eine histologische Beurteilung am Mikroskagrden die neu entstandenen
Knochenbezirke festgelegt. Dabei half zum Einen detrachtung bei
polarisierendem Licht, die die noch lockerere Strukdes neuen Knochens
verdeutlichte, zum Anderen auch eine defektbezodg@meteilung, die bei den

Praparaten noch die gesetzten Defekte erkennen liel3

Abb. 6: Mikroskop der Firma Zeiss

2.8.2 Messprogramm

Gemessen wurde mit einem speziellen Programm, dasarte Pixel einer Farbe

zahlen und in Flachen umrechnen kann.
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Da farblich fur die automatische Auswertung am Cotap kein Unterschied

zwischen altem und neuem Knochen auszumachen vebsioh so auch andere
Bereiche derselben Pixelfarbe des Praparates mitamg und die Messung
verfalscht hatten, wurde zunachst manuell die Gremwaschen altem und neuem
Knochen farbigeingezogen (Abb.8) und anschlieled@ Bereiche des neu
entstandenen Knochens mit Hilfe eines Computerprogrs (Microsoft Paint)

herausgeschnitten und isoliert gespeichert (AblxOjliesen Dateien befand sich
nun lediglich der zu vermessende, neu gebildetecKe. Dieser wurde mit Hilfe

des speziellen Programms komplett markiert und ess@an (Abb.10).

Innerhalb der einzelnen Gruppen wurden anschlie@eniflittelwerte gebildet.

Abb. 7: Zusammengesetztes Ausgangshid Kollagen, 96 ug rh-BMP-2 nach 6 Wochen
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Abb. 9: Zuschnitt, alle die Messung irritierendeifdBusschnitte wurden entfernt

Abb. 10: Messung, neuer Knochen wird weil3 dsbedit
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3 ERGEBNISSE

3.1 Polylaktidtrager

3.1.1 96ug rh-BMP-2

Die 96 pg rh-BMP-2-Konzentrationsgruppe der Polylaktidtnrageeigte eine
deutlich erhéhte Knochenneubildung verglichen naib dPolylaktidtrdgern ohne
rh-BMP-2-Zusatz (p _<0,001) und verglichen mit den reinen Defekt-
Kontrollgruppen (p_<0,001). So zeigte sich bei 9§ rh-BMP-2 pro Implantat
nach 6 Wochen eine Flache an neu gebildetem Knoetier6,69 mmz2, nach 13
Wochen 5,30 mm2 und nach 26 Wochen 4,36 mmz. BeRddylaktidtragern, die
keine rh-BMP-2-Beschickung erhalten hatten, bettigggemessene Flache nach
6 Wochen 1,11 mm?2 und verringerte sich tUber di¢ dei gering - 13 Wochen:
0,99 mm?2, 26 Wochen: 0,82 mm? (nicht signifikant §,05).

Die reinen Leerkontrollen lieferten bei dieser Kenuationsgruppe nach 6
Wochen Werte von 1,18 mm?2, nach 13 Wochen 0,12 amd2nach 26 Wochen
0,22 mm2.

10
g.
E.
? o=
Knochenneu- 611 T EPLA 96 jig
bildung in mm?2 j;_ EPLA leer
3 1 O Leerdefekt
2_.—-
1_.-
l].

6W. 13 W. 26 W.

Zeit

Abb. 11: Polylaktidtrager der 96 ug rh-BMP-2-Kontzation
im Vergleich zu den leeren Polylditigern und
den reinen Leerdefekten
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Innerhalb der 96ig rh-BMP-2-Konzentrationsgruppe nahm die gemesEé&ishe
an neu gebildetem Knochen uber die Zeit kontiniglerbb. Diese Abnahme war
jedoch nicht signifikant (6 W-13 W, p = 0,273; 1328 W, p =0,336).

T

T
Knochenneu- 51
bildung in mm?2 31

W 13W. 26 W,

-
)

REE

Zeit

Abb. 12: Polylaktidtrager der 96 pg rh-BMP-2-Kontzation
nach 6, 13 und 26 Wochen

Abb. 14: Polylaktid 96 pug rh-BMP-2 nach 13 Wochen
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Abb. 15: Polylaktid 96 ug rh-BMP-2 nach 26 Wochen

3.1.2 48ug rh-BMP-2

Auch die 48ug rh-BMP-2-Konzentrationsgruppe zeigte gegeniber de
rh-BMP-2-losen Gruppen ein erhohtes Mald an Knoahsagzhs. Dieses Ergebnis
war fur die 6-Wochen-Gruppe signifikant (p0<001), bei der 13-Wochen-Gruppe
nicht (p>0,263) und bei der 26-Wochen-Gruppe nur im Veogleau den reinen
Leerdefekten (p ©,001).
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31
Knochenneu- BPLA 48 pg
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Abb. 16:Polylaktidtrager der 48 ug rh-BMP-2-Konzentration
im Vergleich zu den leeren Polylditigern und den
reinen Leerdefekten
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Innerhalb der 48g rh-BMP-2-Konzentrationsgruppe nahm die gemesBEé&ishe
an neu gebildetem Knochen Uber die Zeit kontiniglerlab, jedoch nicht
sigifikant (6 W-13 W, p = 0,155; 13 W-26 W, p =0635

Es zeigte sich nach 6 Wochen eine Flache an neildgem Knochen von 4,11
mm2, nach 13 Wochen 2,15 mm?2 und nach 26 Wochéhrrf?.

Knochenneu-
bildung in mm?

6 W. 13 W. 26 W.

Zeit

Abb. 17: Polylaktidtrager der 48ug rh-BMP-2-Konzatibn
nach 6, 13 und 26 Wochen

Abb. 19: Polylaktid 48 ug rh-BMP-2 nach 13 Wache
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Abb. 20: Polylaktid 48 pg rh-BMP-2 nach 26 Wochen

3.1.3 Vergleich der 964g- und der 48ug-Konzentration

Beim Vergleich der beiden Konzentrationen untenedes zeigte sich, dass die
hohere Konzentrationsgruppe sowohl nach 6, als aach 13 und 26 Wochen zu
mehr neu gebildetem Knochen fuhrte als die niedeige-BMP-2-Konzentration.
Diese Ergebnisse waren fir die 6- und 26-Wocherp@usignifikant (p_<
0,027). In der 13-Wochen-Gruppe war die Standaréathwng zu grofd um ein
signifikantes Ergebnis zu liefern (p = 0,068).

Knochenneu-
bildung in mm?

OPLA 96 pg
EPLA 48 pyg

0 o= ML A NSh = 0D
i
|

6 W 13W. 26 W.
Zeit

Abb. 21: Polylaktidtrager —
Vergleich der beiden Konzentratiokiber die Zeit
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3.2 Kollagentrager

3.2.1 96ug rh-BMP-2

Die 96 ug rh-BMP-2-Konzentrationsgruppe der Kollagentrageigte ebenfalls
eine deutlich erhéhte Knochenneubildung verglicimeih den Kollagentragern
ohne rh-BMP-2-Zusatz und verglichen mit den reimafekt-Kontrollgruppen.
Es zeigte sich bei 96g rh-BMP-2 pro Implantat nach 6 Wochen eine Fléahe
neu gebildetem Knochen von 7,43 mm2 und nach 13hé&fd1,87 mmz2. Bei den
Kollagentragern, die keine rh-BMP-2-Beschickunga#tdn hatten, betrug die
gemessene Flache nach 6 Wochen 0,98 mmz2 und nastodi3en 0,43 mmz.
Sowohl nach 6 als auch nach 13 Wochen wurde damtet lem Zusatz von der
hohen rh-BMP-2-Konzentration signifikant mehr Knenhgebildet als ohne
Wachstumsfaktor (p €,001).

134
12 1
101
94 T
Knochenneu- g; mKG 96 pg
bildung in mm?2 g-: BKG leer
41 O Leerdefekt
3_;—'
2_;—’
1_2’
I].
6 W. 13 W.
Zeit

Abb. 22: Kollagentrageder 96 g rh-BMP-2-Konzentration im Vergleich
zu den leeren Kollagentragern und idénen Leerdefekten
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Innerhalb der 96ug rh-BMP-2-Konzentrationsgruppe nahm die gebildete
Knochenflache von der 6-Wochen-Gruppe zur 13-Wodberippe signifikant zu
(p = 0,021).

14
12 1
10 T
ﬂ J
K_nocher_meu- 617
bildung in mm?2 o
y, 1+
u J
6W. 13 W.
Zeit

Abb. 23: Kollagentrager der 96 pg rh-BMP-2-Konzatitm nach 6 und 13 Wochen

Abb. 24: Kollagen 96 pug rh-BMP-2 nach 6 Wochen
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Abb. 25: Kollagen 96 pg rh-BMP-2 nach 13 Wochen

3.2.2 48ug rh-BMP-2

Die niedrigere rh-BMP-2-Konzentration lieferte lwkin Kollagentragern nach 6
Wochen Ergebnisse von 5,65 mm? und nach 13 Woclh&hrbm?2. Sowohl nach
6 als auch nach 13 Wochen wurde damit unter deratZwsn der niedrigen
rh-BMP-2-Konzentration signifikant mehr Knochen oeét als ohne
Wachstumsfaktor (p €,003).
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Kpochenneu- 51 DKG 48 pg
bildung in mm2 4|
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6 W. 13 W.
Zeit

Abb. 26: Kollagentrager der 48 ug rh-BMP-2-Konzetitm im Vergleich
zu den leeren Kollagentragern urdl rdénen Leerdefekten
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Insgesamt nahm die Knochenneubildung von der 6-\Wocbruppe zur 13-

Wochen-Gruppe leicht zu, jedoch nicht signifikgmt=(0,92).

Knochenneu-
bildung in mm?2

M N

[T L FURNN SO T ]

6 W. 13W.

Zeit

Abb. 27: Kollagentrager der 48 pg rh-BMP-2-Konzatitm
nach 6 und 13 Wochen

Abb. 28: Kollagen 48 pg rh-BMP-2 nach 6 Wochen
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Abb. 29: Kollagen 48 ug rh-BMP-2 nach 13 Wochen

3.2.3 Vergleich der 96ug- und der 48ug-Konzentration

Im Vergleich der beiden Konzentrationen fuhrte aubler die hdohere
Konzentration zu einer vermehrten KnochenneubilduRgr die 6-Wochen-
Gruppe war dieses Ergebnis nicht signifikant (p,%9@). In der 13-Wochen-
Gruppe wurde durch die hohere rh-BMP-2-Konzentrasignifikant mehr neuer

Knochen gebildet als durch die niedrigere (p= 0)004

B
1117
10 {7
9+
1T
Knochenneu- ¥.f D KG 96 jig
. . 2 ﬁ_n"
bildung in mm 51 EKG 48 pg
15
2_/’
1_f
u.
6 W. 13 W.
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Abb.30: Kollagentrager —
Vergleich der beiden Konzentratioieer die Zeit
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3.3 Vergleich der Polylaktid- und Kollagentrager

Sowohl bei der 96 pg rh-BMP-2-Konzentration alshabei der 48 ug rh-BMP-2-
Konzentration kam es nach 6 als auch nach 13 WochenKollagen als
Tragermaterial zu mehr neu gebildetem Knochen aisden Polylaktidtragern.
Dies war signifikant fur die hohe Konzentration hdS Wochen (p < 0,001) und

fur die niedrigere Konzentration nach 6 Wochen (pGO8).

14
12
10
Knochenneu-
bildung in mm? BPLA
BEKG

= M ok T o2

6W. 13W. 6W. 13W.

96 pg 48 ug

Zeit und Konzentration

Abb. 31: Polylaktid — und Kollagentrager
Vergleich der Konzentrationen undtete

Eine Ubersicht Uiber die absoluten Zahlen, Einzedt Mittelwerte liefert

Tabelle 3 im Anhang.
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Bei den mit rh-BMP-2 beschickten Praparaten kam sesvohl bei den
Polylaktidtragern als auch bei den Kollagentragemerhalb der Testzeit zu
keiner dichten, kompakten knéchernen Durchbauumggdsetzten Defekte. Die
Grenzen der Defekte waren in jedem Praparat zu nede Eine
Defektuiberbrickung war bei den Polylaktidtragern ter 96 pg rh-BMP-2-
Konzentration nach 6, 13 und 26 Wochen zu erkenBem.der niedrigeren
Konzentration an rh-BMP-2 war eine Uberbriickunglém 6-Wochen-Gruppe zu
verzeichnen. Die Kollagentrager zeigten bei beidenzentrationen sowohl nach

6 als auch nach 13 Wochen Defektiiberbriickungen.
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4 DISKUSSION

4.1 Interesse an Wachstumsfaktoren

Grol3e Defekte und komplizierte Frakturen, bei dekeine spontane kndcherne
Regeneration zu erwarten ist, stellen Arzte in mlastischen Chirurgie vor eine
schwierige  Aufgabe. Mittels  Osteosyntheseplatten d unautologen
Knochentransplantaten wird versucht die Defektnegiozu Uberbriicken und eine
knoécherne Ausheilung anzustreben. Dabei gilt agei&nochen als sogenannter
Goldener Standard, da die Vertraglichkeit gegebwhdasinfektionsrisiko durch
fremde Stoffe und Gewebe nicht vorhanden ist (Kletsal. 2004, Nkenke et al.
2001, Raghoebar et al. 1996, Rueger JM 1998, Sahiealk 2000, Schlegel et al.
1998, Schwenzer und Ehrenfeld 2002).

Jedoch sind die begrenzte Verflugbarkeit und diewatige zusatzliche
Entnahmeoperation nachteilige und einschrankenden&chaften des autologen
Knochentransplantats (Foitzik und Merten 1999, G889, Rueger JM 1995).
Allogene Transplantate von fremden Individuen odsogar xenogene
Transplantate von  anderen  Spezies tragen die  Gefafiner
Unvertraglichkeitsreaktion auf das fremde Gewebd bainhalten zudem eine
Infektionsgefahr des Patienten durch bspw. HIV, &liéis oder andere virale
Erkrankungen (Gurtler 1994, Hierholzer und Zilcl8Q9Lord et al. 1988, Schratt
und Spyra 1997, Simmonds et al. 1992).

Andere Materialien wie Titanplatten oder Keramikemthalten keine lebenden
Zellen und haben lediglich eine defektiberbrickendgkung und konnen
allenfalls als Knochenleitstruktur (osteokonduktivgnen (Urist 1965).

Das Interesse an Wachstumsfaktoren, die das voenan@Gewebe stimulieren

und eine De-novo-Knochensynthese induzieren, wéldistr zunehmend.
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Wachstumsfaktoren wie BMP-2 konnen mittlerweile thptisch hergestellt
werden, was eine nahezu unbegrenzte Verfligbanedgicht.

Zahlreiche Studien und Forschungen haben belegs 8MP-2 als einer der
wenigen Wachstumsfaktoren allein in der Lage s @éleusynthese von Knochen
zu stimulieren, sogar im Muskelgewebe (Reddi 2000ist 1965, Urist et al.

1979, Valentin-Opran et al. 2002).

Die Frage stellt sich nach der Gabe einer geeigneigerapeutischen
Konzentration des Wachstumsfaktors, da in Versucéee vielfach hohere

Konzentration verwendet wird als Ublicherweise imorper vorkommt

(Tschakaloff et al. 2000).

Es sollte eine genlgend hohe Konzentration verwenderden, um die

gewinschten Effekte zu erzielen, jedoch nicht Uibesfg hoch, um keine
unerwiinschten Nebeneffekte wie Uberschiel3endes Hénea@chstum zu

erzeugen.

In dieser Studie wurden zwei Konzentrationen geteshd ihre Auswirkungen

auf das Knochenwachstum tUber verschieden langgideie gemessen.

4.2 Einfluss des Implantatlagers auf die Wirksamkeider BMPs

Neben der Art des Tragermaterials oder dem Ort Defekts hat auch das
Implantatlager Einfluss auf die Wirksamkeit der B8dRZwar induziert BMP-2
sowohl im orthotopen Gewebe als auch im ektopenegbev(z.B. Muskelgewebe)
die Knochenneubildung, trotzdem hat das ImplargatiaEinfluss auf die
Knochenneubildung durch BMPs.

Dies erkennt man daran, dass beispielsweise BMBgrilNahe von Periost viel
schneller Knochenwachstum induzieren als im ektdpewebe, wo die typischen

Zellen der Knochenregeneration zunéchst nicht ndesparlich vorhanden sind.
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Die Kochenhaut, das Periost, ist gut durchbluted umesitzt eine hohe
regenerative Potenz, da es zahlreiche Vorlauferzeler Knochenbildung enthalt
und daher Zielzellen der BMPs wie Osteoprogenittgaaeund Osteoblasten
bereits vorhanden sind (Hanada et al. 2001, Wuetlal. 2000).

Im Muskelgewebe muss dagegen zunachst eine Rekngidozw. Umwandlung

von Mesenchymzellen in knochenbildende Zellen gefol (Levander 1938, Oka
et al. 2007, Owen 1970, Reddi 2000b, Reddi 2000egRr DC 2002).

Ein starkes Implantatlager mit gut vaskularisiertdraichgewebe erleichtert den
BMPs ihre Aufgabe. Dass es im ektopen Gewebe — vamh langsamer —
dennoch zu einer Knochenbildung kommt, zeigt diekst osteoinduktive Potenz

der BMPs.

4.3 Geeignete Tragermodelle

Neben der Konzentration kommt dem Tragermateria¢ diedeutende Stellung
zu. Tragermaterialien kénnen die osteoinduktivekiig der Wachstumsfaktoren
verstarken und sorgen dafir, dass die Faktoren ekanert an einen Ort
eingebracht und anschlieRend freigesetzt werdendg(Sakou 1998).

Dabei beweisen sowohl anorganische als auch oxdanisresorbierbare
Materialien ihre verstarkenden osteoinduktiven Bsgphaften (Bouxsein et al.
2001, Gao et al. 1993, Kawamura und Urist 1988, éieal. 1999, Winn et al.
1999).

Zahlreiche Studien haben sich mit der Heilung vomothendefekten
auseinandergesetzt und dabei die verschiedenstamerCaVachstumsfaktoren
und Spezies untersucht. So untersuchten Arosarewh Gollins (2005a) -
ebenfalls im Ratten-Unterkiefermodell - ein Hyahséurepolymer und einen
Carrier-Komplex aus Kollagen, Kalziumphosphat umkdiziumphosphat und
verzeichneten dabei leichte Vorteile fur die Knatinelung bei Verwendung des

Hyaluronsaurepolymers.
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Bei einem Vergleich von rh-BMP-2 und rh-BMP-4 ineghen Jahr - ebenfalls
im Rattenmodell - beobachteten Arosarena und Gpllirdass eine
Defektlberbrickung eher unter Gabe von rh-BMP-2ient werden konnte.
Roldan et al. konnten 2004 Unterkieferaugmentatiomater dem positiven
Einfluss von rh-BMP-7 verzeichnen. Ein PGS-Car(ieolylactid-Co-Glycolic-
Acid/ Gelatin-Sponge) in Kombination mit rh-BMP-2umde sowohl 1999 von
Higuchi et al. bei Rattenunterkiefern, als auch200n Nagao et al. beaiitical
size defectsim Hundeunterkiefer als funktionierendes Konzepr feine
beschleunigte Knochenheilung vorgestellt. Maraketval. 2001 und Boyne et al.
2006 wiesen nach, dass rh-BMP-2 auch bei Primaterden gewlnschten
Effekten fuhrt und zogen daraus Rickschlisse aufeli® fir den Menschen.

In all diesen Studien wurden positive Effekte d®dMs auf die Knochenheilung
mit ihren jeweiligen Tragermaterialien verzeichnet.

Ein Problem ist jedoch die Freisetzungskinetik Wéachstumsfaktoren aus den
Tragermaterialien. Die Carrier in diesen Studienremalediglich mit den
Wachstumsfaktoren getrankt worden, woraus eine glehrFreisetzung der
Wachstumsfaktoren von 80-90 % innerhalb der er2%A8 Stunden resultierte
(Uludag et al. 2000).

Dies fuhrte zwar zu einer Knochenbildung, allerdingkonnte keine
Freisetzungskinetik der Wachstumsfaktoren fir dieSeagermaterialien
angegeben werden. In der vorliegenden Studie whiirddie Polylaktidtrager eine
Beladungsmethode verwendet, die Schliephake 208l in einer In-vitro-Studie
veroffentlichten. Hier war es gelungen, eine defitd Menge des
Wachstumsfaktors rh-BMP-2 durch Begasung unter mmoh@Q,-Druck in
Polylaktidtrager einzuschlieen und anschlieR3ener @nen Zeitraum von 27
Tagen in Abstéanden die freigesetzte Menge des Waunls§aktors zu messen.
Die fehlenden Daten zur Freisetzungskinetik dereegm Studien so wie die
unterschiedlichen Konzentrationen und die Verwegduanterschiedlicher
Materialien machen es schwer die Ergebnisse di&tselie mit denen der anderen

zu vergleichen.
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Im Grundsatz decken sich jedoch die Aussagen delie$t mit dieser darin, dass
mit BMPs und geeigneten Tragermodellen eine besnigée Knochenheilung
erreicht werden kann. Des Weiteren ist die Knoobgameration in dieser Studie
Uber einen wesentlich langeren Zeitraum verfolgtdea. Die meisten anderen
Studien hatten Beobachtungsintervalle von 4, 8 adaximal 12 Wochen. In
dieser Arbeit wurden Untersuchungen bis zur 26. Néomrgenommen. Es zeigte
sich dabei, dass auch nach einer langeren Zeitspden genigend hoher
Konzentration an Wachstumsfaktor noch Knochenndubg statt fand.
Eigenschaften wie Ladung, PorengrofRe und Oberffdidsrhaffenheit der
Carrier haben ebenso Einfluss auf die Knochendnistgund sollten in weiteren
Studien noch genauer erforscht werden, um optirGalarakteristika fur einen
Carrier benennen zu kénnen (Bostrom et al. 1998aBet al. 1999, Friedlander
et al. 2001, Gao et al. 1993, Hollinger et al. 1988 et al. 1998, Kawamura und
Urist 1988, Kirker-Head 1995, Kuboki et al. 199&)pgRert et al. 1996, Schwartz
et al. 1998, Winn et al. 1998, Winn et al. 1999).

4.4 Polylaktid als Carrier

Das hier verwendete Polylaktid ist ein Polymer d®r und L-Milchs&ure.
Polymere lassen sich im Korper restlos abbauenciDitydrolyse wird das
Laktid zur Milchsdure degradiert, ein nattrlichesl&kul, welches vom Korper
weiter zerlegt und letztlich als Kohlendioxid unda¥g¢er ausgeschieden wird
(Kulkarni et al. 1966, Laurencin und Lane 1994).

Da Polymere synthetisch hergestellt werden konnassen sich die Kosten
niedrig halten und die Infektionsgefahr gering.ig@nStudien weisen auf erhthte
Zahlen von Entzindungszellen wie Makrophagen, nerhigen Riesenzellen

und Lymphozyten um Implantate aus Polymer hin.
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Dies konnte jedoch in anderen Studien und auchesed nicht bestétigt werden
(Miki et al. 1994, Winn et al. 1999, Zegzula et¥997).

Getestet wurden in dieser Studie zwei verschiedbr@MP-2-Konzentrationen,
96 - bzw. 48 pg rh-BMP-2 pro Implantat. Im Vergleicder beiden
Konzentrationen kam es bei der hoheren Konzentratio einer signifikant
erhohten Knochenbildung und zur Uberbriickung deéfeke. Eine hohere Dosis
rh-BMP-2 bewirkt demnach ein erhéhtes Mal3 an Knoobabildung. Sowohl
die hohe rh-BMP-2-Konzentration mit 96 pug als adah niedrigere mit 48 pg
wiesen gegenuber den Versuchstieren, die Polyta&tjdr ohne Zusatz von BMP
erhalten hatten, und gegeniber den reinen Leertgefegignifikant erhohte
Knochenbildungen auf, was die osteoinduktive Winkkait des
Wachstumsfaktors verdeutlicht. Diese Beobachturtgsken sich mit denen, die
Zegzula et al. 1997 beritical size defectem Kaninchenmodell machen konnten
oder Winn et al. 1999 im ektopen Rattenmodell.

Zwischen den unbeschichteten Tragern und den reioegerdefekten war
ebenfalls teilweise ein signifikant erhdhter Knacaefbau zu beobachten, was
auf einen positiven Effekt des Carriers als Knodhigstruktur schliel3en lasst.
Auffallend war die Abnahme der gemessenen Knochehdl Uber die Zeit.
Erklaren lasst sich diese Beobachtung zum Einerem&m am Anfang erhdhten
Knochenaufbau, der Ubergeht in Remodelingprozesg#e, einen stabileren
Knochen herbeifiihren sollen und in deren Rahmeh &mochenabbau betrieben
wird (Schwenzer und Ehrenfeld 2002). Des Weiteretsteht im Rahmen der
Degradation des Polylaktids durch Hydrolyse Milalreéd die den periimplantaren
pH absenkt (Kulkarni et al. 1966, Laurencin und ¢ah994). Zwar kann
Milchsaure vom Korper weiter zerlegt werden, wen@ jgdoch konzentriert
vorkommt, wie im Umfeld des Tragermaterials, scheie zu einem Abfall des
pH-Wertes des umliegenden Gewebes zu fihren umthso negativen Einfluss
auf die Knochenproduktion zu haben. Es ist anzumehmdass ein

Zusammenwirken der genannten Faktoren zu den gerigen Ergebnissen fuhrt.
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Der pH-Abfall konnte bereits in einer In-vitro-Stadbeobachtet werden, in der
die Polylaktidtrager untersucht wurden (Schliephakal. 2007, Abfall des pH-
Wertes von 7 auf 3). Wahrend die hohe rh-BMP-2-Kmnation diesem Effekt
entgegenwirken kann und nur ein geringer Ruckganigreochenneubildung tber
die Zeit zu verzeichnen ist, sind die Auswirkundpen der niedrigeren rh-BMP-2-
Konzentration schon deutlicher zu sehen, da siagh Miessergebnisse der
Knochenneubildung hier halbieren und die 13- unéA&&hen-Gruppen keine
Defektiberbriickung mehr zeigen. Ziel weiterer Sindimuss es sein, hier
geeignete Puffer und neutralisierende Gegenspielerentwickeln, die dem
Tragermaterial zugesetzt werden und diesen unechtes Effekt abfangen
konnen. In Frage kdmen hier z. B. Substanzen wikiltakarbonate oder
Kalziumphosphate (Schiller et al. 2004).

Die Ergebnisse der Polylaktidimplantate zeigensdas prinzipiell geeignet sind,
Wachstumsfaktoren kontrolliert freizusetzen und Kwochenwachstums tber
einen langeren Zeitraum zu induzieren und Defekt#gisgher Grof3e zu

Uberbriicken.

4.5 Kollagen als Carrier

Das hier verwendete Kollagen ist equinen Urspruiigéerdesehnen). Ein
Infektionsrisiko durch beispielsweise TSE (Transinke Spongiforme
Encephalopathie) wird vom Hersteller jedoch audgessen (Kollagen Resorb,
Resorba CliniCar®, Nurnberg. Die Verfugbarkeit ist erheblich hoéher als bei
autologen Transplantaten, bei denen zudem Zwemtipeen notwendig sind
(Schwenzer und Ehrenfeld 2002). Da Kollagen eininiahes korpereigenes
Gewebe ist, wird es rasch und problemlos enzyntatdgebaut. In Studien hat
sich ein gesteigerter Abbau des Kollagens bei seewendung mit BMPs
gezeigt, so dass der Carrier nach ein paar Woclegst pollsténdig resorbiert war
(Gao et al. 1993, Gordh et al. 1999, Resorba Chire®p).
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Weitere Vorteile dieses Praparates sind seine fgutebarkeit und Handhabe fir
den Operateur. Da Kollagen ein dufRerst weichesriatst, eignet es sich nicht
zur Stabilisierung von gréReren Defekten (Horis@taal. 1994, Riedel und
Valentin-Opran 1999).

Getestet wurden auch mit diesem Carrier die beideBMP-2-Konzentrationen
von 96 - bzw. 48 ug pro Implantat, um die Osteoinduktivitat des
Wachstumsfaktors nachzuweisen. Im Vergleich derddrei Konzentrationen
lieferte die hohere Konzentration nach 13 Wochegnikant hohere
Messergebnisse fir den neu entstandenen Knocherglidhen mit den
unbeschickten Kollagentragern und mit den reineerdefekten wiesen die mit
rh-BMP-2 beschickten Proben stets eine signifikaitiere Ossifikation auf, was
auch in Kombination mit Kollagen die osteoinduktiv®otenz des
Wachstumsfaktors rh-BMP-2 zeigt. Auch bei den Kgglatrdgern konnte eine
Defektiberbriickung verzeichnet werden, dies dechktmmit den Beobachtungen,
die Hollinger et al. 1998 im Kaninchenmodell gentawiben.

Bei den beiden Konzentrationen mit Kollagen als ri@arist ein deutlicher
Anstieg an neuem Knochen Uber die Zeit zu verzeichiVahrend dies bei der
geringeren Konzentration eher schwach ausfélltbet der hohen rh-BMP-2-
Konzentration ein signifikanter Anstieg des Knodchgfbaus Uber die Zeit zu
beobachten. 26-Wochen-Gruppen gab es bei den kollgggern nicht. Es ware
interessant gewesen, wie sich der Knochenaufbaudeeihohen rh-BMP-2-
Konzentration bei diesem Tragermaterial entwickeitte, d.h. ob es zu einem
weiteren Anstieg gekommen wére oder ob die Knocleaga gleich geblieben
oder sogar ein Rickgang zu beobachten gewesen ware.

Die Ergebnisse dieser Studie sprechen flr die ghiganschaften des Kollagens
als Tragermaterial. Es lasst durch seine rascherptém und lockere Struktur
ein schnelles Einwachsen neuen Knochens zu. DieetecStruktur erleichtert
ebenso die Angiogenese, was wiederum fordernd éir iinochenaufbau ist.
Allerdings haben Kollagene als Tragermaterialiendeve formgebende noch

stabilisierende Einflisse auf die Defekte und dasdhenwachstum.
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4.6 Vergleich der beiden Carrier

Vergleicht man die beiden Carrier — die Polylaktidrd Kollagentrager —
untereinander, fallt auf, dass bei beiden Tragesriaien eine hohere rh-BMP-2-
Konzentration auch zu einer erh6hten Knochenneubgdiihrt.

Die Kombination von Kollagen mit rh-BMP-2 fihrt jech in beiden
Konzentrationen und sowohl nach 6, als auch nachVb8hen zu mehr neuer
Knochenmasse als die Kombination von Polylakticéragnit rh-BMP-2.

Diese Beobachtung ist zun&chst erstaunlich, dakdllagentrager lediglich mit
dem Wachstumsfaktor betraufelt worden waren undawdareine schnelle
Freisetzung mit einer anfanglichen hohen Antwod Heochenaufbaus erwartet
worden ware. Jedoch zeigen die Kollagentrager genaach einer langeren
Zeitspanne von 13 Wochen unter der hohen rh-BMRa@zkntration eine
enorme Knochenneubildung.

Da sonstige Parameter wie der Ort des Defektes dMala), die getestete
Zeitspanne, die Spezies (méannliche Wistar-Kyotad®at und die BMP-
Konzentrationen und Art (rekombinant hergestelite8MP-2) fur beide Trager
gleich waren, ist dieser positive Effekt der vermem Knochenbildung zum
Einen den Eigenschaften des Kollagens als Trageriabzuzuschreiben.

Grunde kénnten die lockere Struktur des Materials,die eine gute und rasche
Angiogenese zulasst und ein Einwachsen des Knodaréishtert und die rasche
Resorption , die ein schnelles und gutes ErsetssnQhrriers durch Knochen
ermdglicht. Zum Anderen kommt bei den Polylaktigeén der erwdhnte pH-
Abfall des umliegenden Gewebes zum Tragen, so slassn Vergleich mit den
Kollagentragern geringere Werte der Knochenneuhgderzielen.

Mit geeigneten neutralisierenden Substanzen istedienerwiinschte Effekt bei

den Polylaktidtragern in Zukunft méglicherweiseraindern.
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Fur stabilisierende Auswirkungen auf den DefektKsilagen ein zu weiches
Material. Hier zeigen sich die Vorteile der Polidimplantate. Sie kbnnen den
Defekt stabilisieren und lassen sich zudem in é&rimyschten Form herstellen, so
dass fur die Zukunft defektbezogene, individuellrgestellte Implantate -
beispielsweise nach Tumorresektion - vorstelllbad.si

Die optimale Konzentration und Menge an Wachstuktsfa- in Verbindung mit
dem optimalen Tragermaterial fur die jeweilige 8iton — herauszufinden und
diese anschlieend in klinischen Studien am Patentoch genauer zu
untersuchen, wird die zuklnftige Aufgabe auf diesBarschungsgebiet sein
(Boden 1999, Geesink et al. 1999).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Wachstumsfaktoren — wie BMP-2 — stehen auf Gruneritosteoinduktiven
Potenz schon langer im Interesse der WissensdbadtFrage stellt sich nach
geeigneten  Tragermaterialien und der optimalen Kotration der
Wachstumsfaktoren fiir eine beschleunigte Fraktlurhgi

Dazu wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene kigien hinsichtlich ihrer
Eignung als Tragermaterial und Auswirkung auf dieoBhenheilung gestestet:
ein Polylaktid und ein Kollagen equinen Ursprungs.

Diese zwei Tragermaterialien wurden jeweils mit zw€onzentrationen
rekombinant in E.coli hergestellten rh-BMP-2s beéddh(96 - bzw. 48ug rh-
BMP-2 pro Implantat) und in die Kieferwinkel 45 nmdicher Wistar-Kyoto-
Ratten implantiert. Hierzu wurden 5 mm grol3e Deafdkitischer Gréf3e gesetzt
und die jeweiligen Trager und Konzentrationen fimtemschiedlich lange
Zeitraume (6, 13 und 26 Wochen) eingebracht.

Im Anschluss daran wurden Feinschliffpraparateeitsgefarbt und unter dem
Mikroskop begutachtet. Der neu entstandene Knoehede definiert und mittels
eines speziellen Computerprogramms gemessen.

Im Ergebnis fihrte dabei die hohere rh-BMP-2-Konion bei beiden
Tragermaterialien zu einem vermehrten Ausmal anckerneubildung als die
niedrigere und es kam zu einer Uberbriickung deis&nen Defekte, was die
osteoinduktive Potenz des rh-BMP-2 verdeutlicht.

Im Vergleich der beiden Carrier untereinander eegjth, dass mit Kollagen als
Tragermaterial mehr neuer Knochen aufgebaut wusdasm d&ombination mit den
Polylaktidtragern als Carrier. Dies konnte an deeodachteten pH-Abfall im
perimplantdren Gebiet der Polylaktidtrager liegeHier besteht weiterer

Forschungsbedarf an neutralisierenden Substanzen.
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Hinweise auf Uberschiel3endes Knochenwachstum od&tikdungsreaktionen
auf die eingebrachten Materialien gab es in deliagenden Arbeit nicht.

Diese Studie hat gezeigt, dass praformierte Pdigiméiger in Kombination mit
einer genugend hohen Konzentration an rh-BMP-2 meresignifikanten
Steigerung der Knochenregeneration im Rahmen daktdheilung und zur

Uberbriickung kritischer Defekte fiihren.
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6 ANHANG

6.1 Vorabvero6ffentlichungen

Teilergebnisse des experimentellen Bestandteiledi@oktorarbeit wurden
bereits veroffentlicht unter:

Schliephake H, Weich HA, Dullin C, Gruber R, Fr&€&008) :

Mandibular bone repair by implantation of rhrBMPra slow release carrier of
polylactic acid - an experimental study in rats

Biomaterials 29103-110
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6.2 Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Aqua dest. destilliertes Wasser

BMP Bone Morphogenetic Protein
bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CO Kohlenstoffdioxid

d.h. das heifl3t

E. coli Bakterium Escherichia coli
gof. gegebenenfalls

kg Kilogramm

KG Kollagen(trager) bzw. Kérpergewicht
li links

mg Milligramm

mi Milliliter

mm Millimeter

Hg Mikrogramm

pum Mikrometer

PLA Polylaktid(trager)

re rechts

rh-BMP-2 rekombinant hergestelltes

Bone Morphogenetic Protein 2

Tab. Tabelle

u.a. unter anderem
UK Unterkiefer

v.a. vor allem

W. Wochen
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6.3 Tabelle 3 - Ergebnisse

BMP Ergebnisse (in microm?)
UK rechts
Praparatenr.
PLA 1600 1 9119517,86 Mittelwert: 6692059,52
(6 Wochen) 2 4085350,41 PL 1600
3 4305335,77 (6 Wochen)
4 8041044,27
5 7909049,27|
PLA 1600 6 4286041,13 Mittelwert: 5300054,72
(13 Wochen) 7 8452962,98 PL 1600
8 3843892,90 (13 Wochen)
9 4922745,18
10 4994631,43
PLA 1600 11 5960887,49 Mittelwert: 4357459,69
(26 Wochen) 12 4514528,25 PL 1600
13 5379094,57 (26 Wochen)
14 3390582,57
15 2542205,57|
PLA 800 16 4970006,63 Mittelwert: 4105570,96
(6 Wochen) 17 3902846,63 PL 800
18 3827883,47 (6 Wochen)
19 4243617,55
20 3583500,53
PLA 800 21 6818627,78 Mittelwert: 2154599,24
(13 Wochen) 22 239743,90 PL 800
23 202830,36 (6 Wochen)
25 1357194,92
PLA 800 24 1046435,78 Mittelwert: 1066694,51
(26 Wochen) 26 1822036,59 PL 800
27 1093602,55] (6 Wochen)
28 1360243,43
29 149547,63
30 928301,10
PLA leer 31 2645485,83 Mittelwert: 1110657,18
(6 Wochen) 32 285632,56) PL leer
33 591269,82 (6 Wochen)
34 556562,20
35 1474335,51]
PLA leer 36 1271855,44] Mittelwert: 993454,11
(13 Wochen) 37 361182,71] PL leer
38 1996332,10 (13 Wochen)
39 660855,48
40 677044,80
PLA leer 41 268146,21 Mittelwert: 819132,09
(26 Wochen) 42 1042932,83 PL leer
43 542787,08 (26 Wochen)
44 1750093,54]
45 491700,79
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BMP Ergebnisse (in microm2)
UK links
Préaparatenr.
KG 96 1 9201704,67 Mittelwert 7427118,87
(6 Wochen) 2 4826489,76 KR 1600
3 8253162,19 (6 Wochen)
KG 96 6) 12711785,23 Mittelwert 11867605,46
(13 Wochen) 7| 12313480,70 KR 1600
8 10577550,44 (13 Wochen)

KG 48 16 6503428,41 Mittelwert 5633916,94
(6 Wochen) 17 5408632,97 KR 800

18 4989689,43 (6 Wochen)
KG 800 21 7083564,53 Mittelwert 5736032,71
(13 Wochen) 22 3619599,86 KR 800

23 6504933,74 (13 Wochen)
KG leer 31 1418657,52 Mittelwert 976605,86
(6 Wochen) 32 1027623,98 KR leer

33 432150,61 (6 Wochen)

34 1510624,20,

35 493972,98
KG leer 36 663430,63 Mittelwert 427888,38
(13 Wochen) 37 644240,13 KR leer

38 29197,57 (13 Wochen)

39 636798,73

40 165774,82
leer 4 534275,85 Mittelwert 1183860,35
(6 Wochen) 5 972050,13 leer

19 1667793,11] (6 Wochen)

20 1561322,32]
leer 9 79488,60 Mittelwert 116828,17
(13 Wochen) 10| 194820,91] leer

25 76175,00 (13 Wochen)
leer 11 244610,16 Mittelwert 217736,84
(26 Wochen) 12 228382,98 leer

13 1341119,21] (26 Wochen)

14 61793,96

15 185523,89

24 103242,40

26 59900,47

27 207204,32

28 70390,39

29 241665,79

30 246939,15

41 238778,22

42| 174589,00

43 0,00

44 79649,54

45 0,00
)

aa

bb

cc

dd

ee

XX

zZ
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6.4 Signifikanzen
Signifikanz nach t-Test
Abweichung vom Mittelwert  ins Quadrat Standardabweichung Signifikanz p
a 2427458,34 5892554011855,22 21684760542744,20| |a zu b nicht signifikant 0,273
-2606709,11] 6,79493E+12 4,33695E+12[ |a zu c nicht signifikant 0,064
-2386723,75 5,69645E+12 2082535,02| |a zu d signifikant 0,027
1348984,75 1,81976E+12 a zu g sehr signifikant < 0.001
1216989,75) 1,48106E+12 a zu aa nicht signifikant 0,636
a zu xx sehr signifikant 0,001
b -1014013,59, 1,02822E+12 13325107177756,10] |b zu a nicht signifikant 0,273
3152908,26 9,94083E+12 2,66502E+12[ |b zu c nicht signifikant 0,336
-1456161,82 2,12041E+12 1632489,337| |b zu e nicht signifikant 0,068
-377309,54 1,42362E+11] b zu h sehr signifikant < 0.001
-305423,29 93283388518 b zu bb sehr signifikant < 0.001
b zu yy sehr signifikant 0,002
C 1603427,80, 2,57098E+12 7,86939E+12| |c zu a nicht signifikant 0,064
157068,56 24670532540 1,57388E+12| |c zu b nicht signifikant 0,336
1021634,88 1,04374E+12 1254542,782| [c zu f sehr signifikant < 0.001
-966877,12 9,34851E+11 ¢ zu i sehr signifikant < 0.001
-1815254,12 3,29515E+12 C zu zz sehr signifikant < 0.001
d 864435,67| 7,47249E+11 1,15707E+12| [d zu a signifikant 0,027
-202724,33 41097154785 2,31414E+11| |d zu e nicht signifikant 0,155
-277687,49 77110343213 481055,2813| |d zu f sehr signifikant < 0.001
138046,59 19056860458 d zu g sehr signifikant < 0.001
-522070,43 2,72558E+11 d zu cc sehr signifikant 0,008
d zu xx sehr signifikant < 0.001
e 4664028,54] 2,17532E+13 2,98651E+13[ |e zu b nicht signifikant 0,068
-1914855,34 3,66667E+12 7,46627E+12| |e zu d nicht signifikant 0,155]
-1951768,88, 3,8094E+12) 2732448,014] |e zu f nicht signifikant 0,356
-797404,32 6,35854E+11 e zu h nicht signifikant 0,379
e zu dd nicht signifikant 0,1
f -20258,73 410416276,3 1,51816E+12| [e zu yy nicht signifikant 0,263]
755342,08 5,70542E+11 2,53026E+11
26908,04 724042437,3 503017,2662| |f zu d sehr signifikant < 0.001
293548,92 86170966476 f zu e nicht signifikant 0,356
-917146,88 8,41158E+11 f zu ¢ sehr signifikant <0.001
-138393,41 19152736854 f zu i nicht signifikant 0,448
f zu zz sehr signifikant <0.001
g 1534828,65) 2,3557E+12 3,74541E+12[ |g zu h nicht signifikant 0,808
-825024,62 6,80666E+11 7,49082E+11| |g zu i nicht signifikant 0,539
-519387,36) 2,69763E+11 865495,351] |g zu a sehr signifikant < 0.001
-554094,98 3,07021E+11] g zu d sehr signifikant <0.001
363678,33 1,32262E+11 g zu ee nicht signifikant 0,767
g zu xx nicht signifikant 0,884
h 278401,33 77507302773 1,69378E+12| |h zu g nicht signifikant 0,808
-632271,40 3,99767E+11] 3,38755E+11| |h zu i nicht signifikant 0,634
1002877,99 1,00576E+12 582026,6981] |h zu b sehr signifikant < 0.001
-332598,63 1,10622E+11 h zu e nicht signifikant 0,379
-316409,31 1,00115E+11 h zu ff nicht signifikant 0,085
h zu yy signifikant 0,045]
i -550985,88 3,03585E+11 1,40394E+12| |i zu g nicht signifikant 0,539
223800, 74] 50086771225 2,80788E+11| |i zu h nicht signifikant 0,634
-276345,01 76366564552 529894,1882| |i zu ¢ sehr signifikant <0.001
930961,45, 8,66689E+11 i zu f nicht signifikant 0,448
-327431,30 1,07211E+11] i zu zz sehr signifikant 0,004




Anhang

Seite 58

Signifikanz nach t-Test

Abweichung vom Mittelwert ins Quadrat Standardabweichung Signifikanz p
aa 1774585,80 3,14915E+12] 1,05948E+13| |aa zu bb signifikant 0,021
-2600629,11 6,76327E+12 3,563159E+12| |aa zu cc nicht signifikant 0,192
826043,32 6,82348E+11 1879252,874| |aa zu ee sehr signifikant < 0.001
aa zu xx sehr signifikant 0,001
bb 844179,77 7,12639E+11] 2,57569E+12| |aa zu a nicht signifikant 0,636
445875,24 1,98805E+11] 8,58562E+11| |bb zu aa signifikant 0,021
-1290055,02 1,66424E+12 926586,2378| |bb zu dd sehr signifikant 0,004
bb zu ff sehr signifikant < 0.001]
cc 869511,47 7,5605E+11 1,22183E+12| |bb zu yy sehr signifikant < 0.001]
-225283,97 50752865637 4,07277E+11| |bb zu b sehr signifikant < 0.001
-644227,51 4,15029E+11 638182,8756| |cc zu dd nicht signifikant 0,92
cC zu aa nicht signifikant 0,193
dd 1347531,82 1,81584E+12 6,88634E+12| |cc zu ee sehr signifikant < 0.001]
-2116432,85 4,47929E+12 2,29545E+12| |cc zu xx sehr signifikant < 0.001]
768901,03 5,91209E+11 1515073,024| |[cc zu d sehr signifikant 0,008
dd zu cc nicht signifikant 0,92
ee 442051,66) 1,9541E+11] 1,01255E+12] |dd zu bb sehr signifikant 0,004
51018,12 2602848772 2,02511E+11| |dd zu ff sehr signifikant < 0.001]
-544455,25 2,96432E+11 450012,027| |dd zu yy sehr signifikant 0,003
534018,34 2,85176E+11] dd zu e nicht signifiaknt 0,1
-482632,88 2,32934E+11 ee zu ff signifikant 0,048
ee zu aa sehr signifikant < 0.001]
ff 235542,25 55480153419 3,7359E+11| |ee zu cc sehr signifikant < 0.001
216351,75 46808081459 74717929183| |ee zu xx nicht signifikant 0,518
-398690,81 1,58954E+11]] 273345,8051| |ee zu g nicht signifikant 0,767
208910,35 43643536008| ff zu ee signifiaknt 0,048
-262113,56 68703516239 ff zu bb sehr signifikant < 0.001
ff zu dd sehr signifikant < 0.001
XX -649584,50 4,2196E+11] 8,43492E+11| |[ff zu yy nicht signifikant 0,108|
-211810,22 44863570355 2,10873E+11| |[ff zu h nicht signifikant 0,085
483932,76 2,34191E+11 459209,1155
377461,97 1,42478E+11] XX zu a sehr signifikant 0,001
XX zu d sehr signifikant < 0.007]
vy -37339,57 1394243488 9129791212 |xx zu g nicht signifikant 0,884
77992,74 6082867493 3043263737| |[xx zu aa sehr signifikant 0,001
-40653,17 1652680231 55165,78412| |xx zu cc sehr signifikant < 0.001]
XX zU ee nicht signifikant 0,518]
7z 26873,32 722175193,5 1465525819395,45
10646,14 21292,28 91595363712| |yy zu b sehr signifikant 0,002
1123382,37| 1,26199E+12 302647,2595| |yy zu e nicht signifikant 0,263
-155942,88 24318182602 yy zu h signifikant 0,045
-32212,95 1037674309 VY zu bb sehr signifikant < 0.001]
-114494,44 13108977363 yy zu dd sehr signifikant 0,003
-157836,37 24912320484 vy zu ff nicht signifikant 0,108]
-10532,52 110934030,2
-147346,45 21710977064 zz zu c sehr signifikant < 0.001]
23928,95 572594528,5 zz zu f sehr signifikant < 0.001
29202,31 852774763,3 zz zu i sehr signifikant 0,004
21041,38 442739567,1
-43147,84 1861736312
-217736,84 47409332582
-138087,30 19068103112
-217736,84 47409332582
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