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Einleitung

1. Einleitung

Deutschland befindet sich im demographischen Wandel [2]. Steigende Lebenserwartungen
und sinkende Geburtenzahlen fiihren zu einer progredienten Alterung der Bevdlkerung in
den néchsten 30 Jahren (Abb.1). Nach den Ergebnissen der aktuellen
Bevolkerungsvorausberechnung wird die Zahl der 60-Jihrigen und Alteren bis zum Jahre
2030 um rund 38% von 20,5 Millionen auf voraussichtlich 28,4 Millionen Einwohner und
die der liber 80-Jahrigen vermutlich sogar um 73% von 3,6 Millionen auf 6,3 Millionen
ansteigen [4]. Hierdurch ist unser Gesundheitssystem u.a. konfrontiert mit einer steigenden

Anzahl der Erkrankungen des Muskel-/Skelettsystems und des Bindegewebes [5].

Grofle Knochendefekte traumatologischer oder orthopéddischer Genese bediirfen der
chirurgischen Behandlung, da die korpereigene Knochenheilung auf relativ kleine Defekte

beschrinkt ist [6].
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Abb. 1 Altersaufbau der Bevilkerung in Deutschland [1]
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1.1 Die Spongiosaplastik

1.1.1 Autologe Spongiosaplastik

Goldstandard bei der Behandlung groBerer Defekte ist immer noch die autologe

Spongiosaplastik [7-9], die z.B. aus dem Beckenkamm entnommen werden kann.

Einen groBen Vorteil der autologen Spongiosa als Transplantatmaterial stellen die
Eigenschaften der Osteoinduktion, Osteokonduktion und Fahigkeit zur Osteogenese dar [8-
10]. Osteoinduktion bedeutet, dass eine Stimulierung der im Lagergewebe befindlichen
oder lokal applizierten Zellen zur Differenzierung in knochenneubildende Zellen
stattfindet. Bei der Osteokonduktion wird der Vorgang der Knochenneubildung unterstiitzt,
in dem eine geeignete Leitstruktur bereit gestellt wird, in welche das umgebende
Knochengewebe gut einwachsen kann.

Osteogenetische Materialien enthalten lebende Zellen, die Knochen neu bilden kénnen [3].

Die Vereinigung dieser drei Eigenschaften ist der autologen Spongiosa eigen.

Zusétzlich wird bei der autologen Spongiosaplastik eine immunologische Abwehrreaktion
des Korpers vermieden, da es sich um kdrpereigenes Material handelt [8, 9]. Jedoch bringt
die Spongiosaplastik auch einige Nachteile mit sich (Tab.1). Die hohe Resorptionsfahigkeit
des Materials fiihrt dazu, dass die eingesetzte Spongiosa vom Korper oft schon vollstindig
abgebaut wird, bevor der kndcherne Defekt vollstindig ausheilen konnte [11]. Des
Weiteren ist die Grofle des Spongiosa-Transplantates auf ungefdhr 20 cm?® begrenzt [12-
14], was unter Umsténden dazu fiihren kann, dass nicht geniigend Material zu Verfligung

steht.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Entnahme autologer Spongiosa nicht ganz
risikofrei ist [15-18]. Neben selteneren Komplikationen wie Beckeninstabilitit,
Beckenfraktur, tiefe Wundinfektionen, GefaBverletzungen, chronische Schmerzen an der
Entnahmestelle, welche den Patienten im spéteren Verlauf in seiner korperlichen Aktivitét
einschrinken, Dysésthesien oder unschone Narben an der Entnahmestelle sind die

hiufigsten Probleme [7, 15, 19].
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Aullerdem bedeutet die Notwendigkeit eines zusétzlichen operativen Verfahrens zur
Entnahme der autologen Spongiosa zusétzliche Kosten [15-17] und die Anwendung wird
nicht fiir alte Patienten, Kinder, Patienten mit Infektionskrankheiten oder malignen

Prozessen empfohlen [20].

Tabelle 1: Vor- und Nachteile der autologen Spongiosaplastik

Vorteile Nachteile

Osteoinduktion Vorschnelle Resorption des Materials im

Korper (mangelnde Stabilitit)

Osteokonduktion Begrenzte Grof3e

Osteogenese Entnahmemorbiditét

Vermeidung Nicht empfohlen fiir alte Patienten, Kinder,
immunologischer Abwehrreaktionen Patienten mit Infektionskrankheiten oder

malignen Prozessen

Hohe Kosten

1.1.2 Allogene Spongiosaplastik

Alternativ zur autologen Spongiosa ldsst sich auch allogene Spongiosa verwenden. Damit
lasst sich das Problem umgehen, nicht geniligend notwendiges Material vom Patienten
selber zu erhalten, allerdings besteht ein Risiko fiir die Ubertragung von
Infektionskrankheiten (z.B. HIV) oder einer immunologischen Absto3ungsreaktion, sowie
einer fraglichen Transplantatresorption [7, 21]. Eine Standardisierung der Transplantat-
Qualitdt ist nahezu unmdglich, da es sich um verschiedene Spender handelt [7]. Die
Kosten, die mit der Entnahme der allogenen Spongiosa und der anschlieenden Testungen
(Ausschluss HIV, Hepatitis, Syphilis, bakterielle Kontamination) einhergehen, sind

auBlerdem in Betracht zu ziehen [22].
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1.2 Ubersicht der Knochenersatzmaterialien

Die aufgefiihrten Nachteile einer autologen Spongiosaplastik sind die Grundlage fiir die
Entwicklungen in der Herstellung von Knochenersatzmaterialien in den letzten
Jahrzehnten gewesen [23-25]. Bei den Knochenersatzmaterialien unterscheidet man
anorganische von organischen Stoffen (siche Abb. 2). Aullerdem gibt es noch sogenannte

,Composites, welche Kombinationen der verschiedenen Ersatzstoffe beinhalten.

Zu den organischen Knochenersatzmaterialien zdhlen die (biologischen) allogenen bzw.

xenogenen Ersatzstoffe, sowie die (synthetischen) Polymere.

Enochenersatzmaterialien

{binlogische)

hllogene bzw. xenogens
Ersatzstoffe

EKalziumsulfate und (synthetische)

Kalzimnphosphatbasis
a le].l'['lp 'll:IS'lJ atbasis Biﬂglﬁs‘:‘l— PU].}"I“EI"?

#z B, chemisch
aufbereit eter
Rinderlnochen

¥ Demineralisierte
Enochenrnateis

(von allngenem
Enochen)

Zemente eramilen Zemente Keramilex alphatische Lt articlee
Polyester Biopolyinere

Abb. 2 Ubersicht iiber die verschiedenen Klassen der Knochenersatzmaterialien

Bei den xenogenen (meist spongidser Rinderknochen) Materialien werden mit Hilfe von
chemischen Verfahren die zelluldren und antigenen Bestandteile, unter Erhalt der pordsen
Struktur sowie der Stabilitdt des Gewebes, entfernt. Ebenso konnen allogene Implantate
chemisch aufbereitet werden [3]. Allerdings darf nicht auler Acht gelassen werden, dass

diese xenogenen Materialien fraglich Wachstumsfaktoren im Sinne von Osteoinduktoren
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enthalten, da sie nach ihrer Aufarbeitung zur Vermeidung von Transplantatreaktionen
lediglich als Osteokonduktoren dienen.

AuBerdem auf dem Markt befindlich ist demineralisierte Knochenmatrix. Diese wurde auf
Basis der Arbeit von Urist [26] vor dem Hintergrund des Erhaltes osteoinduktiver Potenz
der nichtmineralisierten knochernen Bestandteile entwickelt, was chemisch durch eine
(Teil-) Demineralisierung von allogenem Knochen erreicht wird. Die dann verbleibenden
induktiven Faktoren (z.B. BMP) sollen zur Stimulation der Knochenneubildung dienen.
Mittlerweile lassen sich osteoinduktive Materialien wie BMP jedoch auch rekombinant
herstellen. Im Gegensatz zu den rekombinant hergestellten Wachstumsfaktoren geht der

Einsatz der demineralisierten Knochenmatrix haufiger mit allergischen Reaktionen einher.

Zu den Polymeren gehort zum einen die Gruppe der aliphatischen Polyester [3]. Nachteilig
ist, dass sie bei der Degradation durch Freisetzung von Sduren zu einer Senkung des
lokalen pH-Wertes fiihren. Des Weiteren zerfallen sie bei diesem Vorgang in
Mikrokristallite, was zu einer Immun- und Fremdkorperreaktion fithren kann. Aufgrund
dieser Vorgénge ist die Verwendung als Knochenersatzmaterial bisher eingeschréinkt [27].
Ebenfalls zu den Polymeren zdhlt die Gruppe der natiirlichen Biopolymere. Einige
Beispiele hierfiir sind Kollagen und Gelatine, die zum Teil aus chemisch aufbereiteter

Rinderhaut gewonnen werden.

Die anorganischen Knochenersatzmaterialien lassen sich wiederum unterteilen in
Keramiken und Zemente auf Basis von Kalziumsulfaten und Biogldsern, sowie auf Basis
von Kalziumphosphat. GroBBere klinische Bedeutung haben heute allerdings eher Letztere.
Zemente und Keramiken auf Kalziumphosphatbasis lassen sich aufgrund ihres

Aushértungsverfahrens und ihrer Eigenschaften unterscheiden.

Der Kalziumphosphatzement entsteht durch Mischung eines Pulvers und einer wéssrigen
Losung. Die so entstehende Paste ldsst sich dann sofort intraoperativ verwenden und hértet

im Defekt bei Kdrpertemperatur aus.

Die Keramik entsteht durch mehrere aufeinander folgende Sinterungsschritte (Sinterung)
bei hohen Temperaturen und ist iiblicherweise anschliefend im Korper nicht oder nur iiber
sehr lange Zeit hinweg abbaubar. Aufgrund des Ausgangsmaterials kann man in

synthetische (Trikalziumphosphat, Hydroxylapatit oder Kombination beider Materialien)
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und biologische (bovine Spongiosa, Korallen) Keramiken unterteilen [3]. Keramische
Implantate sind intraoperativ nicht verformbar und damit nur eingeschrinkt zu verarbeiten

[28, 29].

Die Kalziumphosphat-Materialien zeichnen sich allesamt durch die Eigenschaft der
Osteokonduktion aus [7]. Das Geriist fiir die Einsprossung des neuen Knochens sollte
durch Makro- und Mikroporen (Porositét) gepridgt sein. Die Makroporen (Porengrof3e >
100 pm) sind wichtig fiir die Infiltration von fibrovaskulirem Gewebe und
Revaskularisierung [20] und spielen somit eine gro3e Rolle bei Einsprossung von neuem
Knochen und dem Abbau des Materials [28]. Das Vorhandensein von Mikroporen
(PorengréfBe < 5 um) ist extrem wichtig fiir die Biodegradation, welche eine ,,chemische
Umsetzung organischen Materials unter physiologischen Bedingungen® [30] beschreibt.
Die Adsorption von Proteinen und Wachstumsfaktoren, sowie die Adhdsion und
Kolonisation von Osteoprogenitorzellen, sind von der mikropordsen Oberflache abhéngig
[11]. Zusitzlich ist die Effektivitdt der Porositdt von der Interkonnektivitit der Poren
abhingig [31-40]. Interkonnektivitit beschreibt das Vorhandensein von Verbindungen der
einzelnen Poren untereinander.

Neben all den Vorteilen, die die Porositit so mit sich bringt, sinkt mit deren Anstieg jedoch
die mechanischen Festigkeit [36, 38, 41].

In den letzten 30 Jahren wurde aullerdem in verschiedenen Studien berichtet, dass die
pordsen Kalziumphosphat-Materialien auch osteoinduktive Eigenschaften hétten [42]. Die
osteoinduktiven Eigenschaften des Materials konnen beeinflusst werden, indem man
Veranderungen an der chemischen Zusammensetzung (beispielsweise das Hinzufiigen von
Wachstumsfaktoren), der Oberflichentopographie oder der Geometrie vornimmt, was

wiederum die Resorptionsrate und die Zell-Material-Interaktion beeinflusst [28, 43].

Die Verarbeitungsmoglichkeiten eines Knochenersatzmaterials sind zudem direkt abhéngig
von seiner Form. Experimentelle und klinische Studien konnten nachweisen, dass
Kalziumphosphat-Materialien in Form von Granulat besonders gut zu verarbeiten sind [19,
28, 44], da sie sich eher der individuell benétigten Form anpassen. In der Vergangenheit
wurde allerdings bei der iiberwiegenden Anzahl der Granulate die Keramik als
Ausgangsmaterial genutzt, da Granulate aus Kalziumphosphat ohne den Sinterungsprozess
technisch nicht hergestellt werden konnten [28, 45]. Mit den entsprechenden Techniken ist

es mittlerweile jedoch moglich, die Granulate mittels Kalziumphosphat-Zement
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herzustellen. Kalziumphosphat-Zemente besitzen im Vergleich zu Kalziumphosphat-
Keramiken einige Vorteile, wie z. B. eine besonders hohe spezifische Oberfliche und
somit eine bessere Bioresorbierbarkeit durch Osteoklasten. Des Weiteren besitzen sie eine
knochenspezifischere Biokompatibilitit, da die fiir die Synthese verwendeten Materialien,
im Gegensatz zu den Materialien, die in den Keramiken enthalten sind, allesamt
Bestandteile des menschlichen Korpers sind [45, 46]. Diese neue Form der Granulate

konnte auBerdem durch die groBe Oberflache (welche durch die grole Anzahl an Mikro-

und Makroporen entsteht) potente Tragerstoffe fiir Medikamente darstellen und biologisch
besonders reaktiv sein [29, 45, 46].

Defaktart Optionan

a) Wirbalsauland efekt I. autoganer Span

2. Vertebno-Kyphoplastie

2 Metallimplantat + Spongiosa ¢ Wachstumsfaktoren

k) Metaphysarar Dafakt I. autogene Spongiosa / Span
2. Knochanersatzmaterialien
3. Endoprothesa
4. Ostaochondrale Allo- Transplantate

c) Halbschaftclefakt I. autogane Spongiosa / Span
2 Knochanersatzmatarialien / Wachstumsfaktoran

d.o 2 > 3om: Sagmanttransport / Kallusdistraktion
v d 3= 3ome Mikrovaskuldre autogena Transplantata

d} Schaftclefakt I. < 3cme autogene Spongicsa A Wachstumsfaktoran

Abb. 3 Einteilung der Knochendefekte in 4 Grundtypen und empfohlene Therapieoption [3]

1.3 Uberblick Studien Kalziumphosphat-Zement-Granulat

Bisher gibt es nur eine iibersichtliche Anzahl an Studien, die sich mit Kalziumphosphat-
Zement-Granulat als Material genauer auseinander gesetzt haben [39, 47-70]. Davon
wiederum handelt es sich aber nur bei einigen wenigen um in vivo Studien [48, 51, 52, 58,

63, 65].

Die Autoren Oztiirkmen et al. [48] untersuchten in einer Studie mit 28 Patienten das

klinische und radiologische Outcome nach Behandlung von Tibia-Plateau-Frakturen mit

7
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Kalziumphosphat-Zement-Granulat. Dabei erwies sich das verwendete Material als ein
sicheres Biomaterial mit vielen Vorteilen , wie z.B. die unbegrenzte Unterstiitzung durch
das Material, den Wegfall der mit der Entnahme von autologer Spongiosa verbundenen
Morbiditit, die optimale Fiillung von unférmigen Knochendefekten und die Verkiirzung
der postoperativen Dauer bis zur Vollbelastung des operierten Defekts in der Behandlung

von Tibia-Plateau-Frakturen.

Eine weitere klinische Studie flihrten die Autoren Rajesh et al. mit Patienten durch, die
intraossédre periodontale Defekte aufwiesen [58]. Ca. 60 Patienten wurden in der Studie
eingeschlossen. Als Vergleichsmaterial zum verwendeten Kalziumphosphat-Zement-
Granulat wurde Hydroxyapatit-Keramik-Granulat verwendet. Das Kalziumphosphat-
Zement-Granulat zeigte dabei ein signifikant besseres Outcome, als das verwendete

Vergleichsmaterial.

Die Autoren Wen et al. untersuchten in einer tierexperimentellen Studie an Hasen die
Osteokonduktivitdt und Bioresorption von Brushit-Kalziumphosphat-Zement-Granulat bei
der Verwendung in Rekonstruktionen nach vorderen Kreuzbanddefekten [51]. Dabei stand
die Grenzflaichen von Knochen und Sehne im Fokus. Intraoperativ wurden die Defekte
bilateral gesetzt, sodass eine Seite zusétzlich mit Brushit-Kalziumphosphat-Zement-
Granulat behandelt wurde und die andere Seite als Kontroll-Gruppe diente. Die zusétzliche
Behandlung mit dem Brushit-Granulat zeigte dabei eine signifikant bessere

Sehnenreintegration in den Knochen, als die Kontroll-Gruppe.

Die Autoren Voor et al.[52] evaluierten das in vivo Verhalten von Hydroxylapatit-Zement
(HAC) entweder mit einer Mischung aus Kalziumphosphat-Zement-Granulat oder
autologer Spongiosa. Dabei wurden im distalen Femur von Kaninchen zylinderformige
Bohrlocher gesetzt, die jeweils mit einer der Mixturen gefiillt wurden. Als Kontroll-
Gruppe dienten leer verbliebene Defekte und Defekte, die mit autologer Spongiosa allein
befiillt wurden. In der Auswertung zeigte sich, dass das mit HAC gemischte
Kalziumphosphat-Zement-Granulat tiber acht Wochen in vivo eine gro3e Stabilitdt mit sich
bringt, die Umwandlung in neues Knochengewebe aber deutlich langsamer stattfindet, als
bei der autologen Spongiosa allein. Das Gemisch aus HAC und autologer Spongiosa zeigte

in diesem Punkt das bessere Verhalten.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Trotz der vielen positiven Eigenschaften von Kalziumphosphat-Zementen gibt es bislang
nur wenige in vivo Studien, bei denen sie in Form von Granulat eingesetzt wurden [48, 51,
52, 58, 63, 65]. In den Studien, die Tiermodelle beinhalten, handelt es sich bei den
Versuchstieren tiberwiegend um Kaninchen. Keine dieser Studien untersuchte jedoch den
Heilungsprozess an einem lasttragenden langen Rohrenknochen in vivo, was fiir die
Anwendung in der Orthopédie und Unfallchirurgie jedoch essentielle Information bringen

kann.

Da die Spongiosaplastik, wie bereits im einfilhrenden Teil erwihnt, derzeit immer noch
Goldstandard, aber mit erheblichen Problemen und Risiken belastet ist, befindet sich die
Wissenschaft immer noch auf der Suche nach einem vergleichbaren

Knochenersatzmaterial.

Vor diesem Hintergrund habe ich es mir in meiner Dissertation zur Aufgabe gemacht, den
Prozess der frithen Knochenheilung und Materialdegradation unter Verwendung eines
Kalziumphosphat-Granulates (Calcibon® Granules, Biomet Deutschland GmbH, Berlin,
Germany; GroBle 2 — 4 mm) und von autologer Spongiosa in der Behandlung eines
Defektes kritischer Grofle am lasttragenden langen Rohrenknochen von Minipigs mittels
Histomorphometrie zu analysieren und zu vergleichen.

Anschlielend soll diskutiert werden, ob und in wieweit das verwendete Kalziumphosphat-

Granulat eine Alternative zur autologen Spongiosa darstellt.
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2. Material und Methoden

Die Durchfiilhrung der kompletten Versuchsreihe erfolgte durch das Team
»Knocheninduktion der Klinik fiir Unfall- und Handchirurgie der Heinrich-Heine-
Universitét Diisseldorf .

Dazu zdhlten Frau A. und Frau Alina Miriam Kessner, die von Herrn PD Dr. Mohssen
Hakimi und Herrn PD Dr. Pascal Jungbluth betreut wurden. Die operativen Eingriffe,
Erfassung der Daten sowie die postoperative Versorgung und anschlieBende Euthanasie
der Versuchstiere in der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf

wurden von der gesamten Arbeitsgruppe durchgefiihrt.

Dabei war die Aufgabe von Frau Kessner die Herstellung der histologischen
Knochenpriparate sowie die Durchfiihrung und die Analyse der histomorphometrischen
Vermessungen unter der Anleitung der Betreuer der Arbeitsgruppe. Zudem fiihrte sie bei
diesen Priparaten eine semiquantitative Auswertung der histologischen Priparate
beziiglich der Knochenneubildung, sowie der Resorptionsrate vom eingesetzten

Knochenersatzmaterial durch.

Die Aufgaben von Frau A. bestanden aus der Gewinnung, der Analyse der Qualitidt und der
Quantitdt des autolog hergestellten Platelet-Rich-Plasmas (PRP), gewonnen aus dem
Vollblut der Versuchstiere, sowie dem Nachweis von vorhandenen Wachstumsfaktoren in

dem gewonnenen PRP.

2.1 Tierexperimentelle Versuche

Dieses Versuchsvorhaben wurde gemal3 § 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes beantragt und

genehmigt (Protokollnummer 50.05-230-78/06).

Das Schwein ist bzgl. der anatomischen Verhéltnisse und physiologischen Vorgéinge dem
Menschen sehr dhnlich. Die Rate fiir neuen Knochenaufbau betriagt 1.2 — 1.5 mm/Tag und
ist somit den Reparaturkapazititen des Menschen fiir Knochen dhnlich [71]. AuBBerdem ist

der Organismus im Vergleich mit anderen mdglichen Versuchstieren relativ
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unempfindlich. Aufgrund der erwiinschten Belastung des betroffenen Knochendefektes
muss ein Groftierversuch gewihlt werden. Das Schweinemodell bietet bzgl. der
Tierhaltung und —pflege einige Vorteile und wurde deshalb dem Hundemodell vorgezogen,
zumal es in Bezug auf die Knochenbiologie keine Nachteile mit sich bringt. Aus diesen

Griinden wurde es als Versuchstier fiir diese Studie ausgewéhlt.

Bei den in der vorliegenden Dissertationsarbeit verwendeten Versuchstieren handelte es
sich um 16 weibliche Schweine der Rasse Gottinger Minipigs. Alle Tiere befanden sich
durchschnittlich im Alter von 18-30 Monaten. Das durchschnittliche Gewicht betrug 25-35
kg. Die Tierversuchsanlage des Klinikums der Heinrich Heine Universitdt in Diisseldorf
sorgte fiir die Unterbringung der Tiere in 16 m? groBen Stéllen. Die Tiere wurden

randomisiert zu je acht der Calcibon- und der Spongiosa-Gruppe zugeteilt.

2.2 Operative Eingriffe

2.2.1 Pra-/ und intraoperatives Management

Zunichst erfolgte die Rasur der Operationsgebiete bei den Tieren, wobei in der Gruppe mit
autologer Spongiosa neben der Rasur der rechten Tibia zusétzlich der rechte Beckenkamm
enthaart wurde. Als Narkoseform wurde die Kombination aus intravendser und inhalativer
Intubationsnarkose gewéhlt, wobei zur intravendsen Narkose Thiopental (Inresa
Arzneimittel GmbH, Freiburg, Germany) und zur inhalativen Narkose ein Gemisch aus 0,9
1 Lachgas zu 2 | Sauerstoff und 1- 1,5 % Isofluran verwendet wurde. Der intravenose
Zugang diente hier zusitzlich zur perioperativen Analgesie, wobei zu diesem Zweck

Piritramid (Dipidolor®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Germany) eingesetzt wurde.

Um einer Dehydratation und/oder kardialen Arrhythmien vorzubeugen, erfolgte eine
kontinuierliche Infusion mit einem Gemisch aus 5 % iger Glucose-Losung (Delta-Select,
Pfullingen, Germany), 10 ml Inzolen (Dr. Franz K&hler Chemie GmbH, Alsbach-Héhnlein,
Germany) und 5 ml Lidocain 2 % (Lidocain-HCI, B.Braun, Melsungen, Germany).

Der Narkosemonitor (Capnomac, Hoyer Medizintechnik, Bremen, Germany) liberwachte

wahrend der gesamten  Operationsdauer die  Sauerstoff-, Lachgas- und
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Isoflurankonzentration. Die kardiale Funktion der Versuchstiere iiberwachte ein EKG-
Gerit (Cardiofax V, Nihon Kohden, Bad Homburg, Germany). Dariiber hinaus wurden zur
Infektprophylaxe 3,3 ml Lincomycin (Lincomycin 20 %, WDT, Garbsen, Germany)

verabreicht.

2.2.2 Produktion des Defektes

Unter Zuhilfenahme von Skinsept® (Henkel-Ecolab Deutschland GmbH, Diisseldorf)
erfolgte die Herstellung aseptischer Verhéltnisse im Operationsgebiet. Nach steriler
Abdeckung wurde iiber einen 10 cm langen Hautschnitt an der proximalen rechten Tibia
medial der Knochen freigelegt. AnschlieBend wurde iiber einen eingebrachten Kirschner-
Draht 10 mm distal des Gelenkes und 12 mm ventral der Tibiahinterkante mittels
Hohlfrdse (Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Germany) ein monokortikaler
Knochendefekt von 11 mm Durchmesser und 25mm Tiefe kreiert.

In vorherigen Experimenten erzeugten wir einen Defekt genau dieser Art und Weise in der
Tibia von 4 Minipigs, jedoch ohne anschlieBende Fiillung dessen. Innerhalb des ersten bis
dritten postoperativen Tages mussten jedoch alle Tiere aufgrund einer proximalen
Tibiafraktur eingeschlafert werden. Dies belegt, dass es sich bei dem erzeugten Defekt um
einen Defekt kritischer Grof3e handelt.

Um einen weiteren unndtigen Verlust an Tieren zu vermeiden, wurde in dieser Studie auf
eine Kontroll-Gruppe mit Tieren, bei denen der Defekt ohne anschlieBende Fiillung gesetzt

wurde, verzichtet.

2.2.3 Auffiillung des Defektes

Die Auffiillung des Defektes erfolgte bei acht Tieren mit Calcibon-Granulat (Calcibon®
Granules, Biomet Deutschland GmbH, Berlin, Germany) und bei acht Tieren mit autologer
Spongiosa, welche zuvor aus dem Beckenkamm der Tiere entnommen wurde. So

entstanden nun zwei Versuchsgruppen:

1) Calcibon-Granulat-Gruppe
2) Autologe Spongiosa-Gruppe

12
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Nach Setzung des Defektes wurde die Blutung zunichst ausgiebig mit Kochsalzlosung
gespiilt und unter sanftem Druck mit Mullbinden kontrolliert. Dann wurde der Defekt mit
dem jeweiligen Material (siche Abb. 4) gefiillt (Calcibon / Spongiosa) und das innen

liegende Gewebe mittels

resorbierbarer Faden
(Vieryl®, Ethicon
Products, Norderstedt,

Germany) adaptiert. In
allen Féllen der Spongiosa-

Gruppe war die Menge des

gewonnenen autologen
Knochenmaterials
hinreichend fir die

Defektfiillung, ebenso die

Abb. 4 Mit Calcibon-Granulat aufgefiillter Defekt Menge des verwendeten

Calcibon-Granulat in der
Calcibon-Gruppe. Auf die Hautnaht kam ein Sprithverband (Aluminium-Spray, Fa.

Selectavet, Weyarn-Holzolling, Germany).

2.2.3.1 Entnahme der autologen Spongiosa

Nach Rasur der entsprechenden Stelle am linken Beckenkamm, Desinfektion mit
Skinsept® (Henkel-Ecolab Deutschland GmbH, Diisseldorf) und steriler Abdeckung
erfolgte ein Hautschnitt mit anschlieBender Pridparation und Darstellung der
Beckenkammkortikalis. Er6ffnung des Periost und einbringen eines Kirschner-Drahtes.
Erneut wurde mittels Hohlfrdse (Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Germany) ein, in
Durchmesser und Tiefe der tibialen Defektzone identisches, Spongiosastiick entnommen,
welches dann miihelos in den erzeugten Defekt der Tibia des Versuchstieres eingesetzt
werden konnte (siehe dazu auch Abb. 5 +6). Danach schichtweiser Wundverschluss mittels
resorbierbarer Fidden (Vicryl®, Ethicon Products, Norderstedt, Germany). Auf die
Hautnaht kam ein atmungsaktiver Sprithverband (Aluminium-Spray, Fa. Selectavet,

Weyarn-Holzolling, Germany).
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Abb. 5 Einbringen der Hohlfrdse, Abb. 6 Entnommenes Spongiosastiick
Detailansicht

2.2.3.2 Das Calcibon-Granulat

Das Calcibon-Granulat (Biomet Deutschland GmbH, Berlin, Germany) ist synthetisch
hergestellt. Es weist eine PartikelgroBe von 2-4 mm auf
(siche Abb. 7). Es Dbesteht aus alpha-Tri-
Kalziumphosphat, Kalziumhydrogenphosphat,
Kalziumcarbonat und prézipitiertem Hydroxylapatit.
Die Mikro- und Makroporen (<10 - 550 um), die die
Besonderheit der Beschaffenheit von Calcibon-Granulat

ausmachen, gestatten als osteokonduktive Komponente

das FEinwandern von Zellen in das Granulat.

Abb. 7 Calcibon® Granules

Gleichzeitig gewdhrleistet die pordse Struktur eine

Kompressionsfestigkeit von 4-7 MPa [72].

2.2.4 Postoperatives Management

Nach Beendigung der chirurgischen MaBlnahmen wurden die Narkosegase abgestellt. Bis
zum Wiedereinsetzen der Spontanatmung und der daran anschlieBenden Extubation
erfolgte eine voriibergehende Bebeutelung. Nach Aufwachen aus der Narkose konnte das

operierte Bein direkt voll belastet werden. Postoperativ erhielten die Tiere drei Tage lang
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oral zur Prophylaxe Lincomycin (3,3 ml Lincomycin 20%, WDT, Grabsen, Germany),
sowie zur Schmerzlinderung Carprofen (Rimadyl®, Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe,

Germany) und Piritramid (Dipidolor®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Germany) subkutan.

2.2.5 Euthanasie und Priparatentnahme

Sechs Wochen nach der Operation erfolgte die Euthanasie der Versuchstiere durch
Barbituratiiberdosierung (Eutha 77, Essex Pharma GmbH, Miinchen, Germany).

Zur Entnahme der Tibia wurde analog zur vorherigen Operation an der selben Stelle ein
medialer Hautschnitt gesetzt. Erneutes Durchtrennen der Faszien und stumpfe Priaparation
durch die Muskulatur. Wie zuvor wurde das Kniegelenk zur Orientierung mit freigelegt.
Praparation der Defektstelle. Die Ligamenta cruciata genus wurden durchtrennt, um die
Losung der Tibia vom Femur zu ermdglichen. Das distale Ende der Tibia wurde mit einer
elektrischen Sdge (Aesculap Oscillant, Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Germany)
vom proximalen Anteil, der die Defektstelle beinhaltete, geldst.

Die so entnommene Tibia wurde auf die Grole der Region des Interesses mittels einer

Bandsidge (MBS 220/E, Proxxon GmbH, Niersbach, Germany) getrimmt.

2.3 Histologische Aufarbeitung

2.3.1 Vorbehandlung des Gewebes

Nach Euthanasie der Versuchstiere und der anschlieBenden Entnahme der Tibia-Stiicke
wurden diese zur Fixierung in 10 % gepufferter Formalinlosung (Abb. 8) bei 4 °C fiir 14
Tage im Kiihlschrank aufbewahrt. Dies war notwendig, um die intra- und supravitalen
Stoffwechselprozesse, sowie die postmortalen Zerfallsprozesse zu unterbrechen. Zur
Vermeidung von kristallinen Niederschldgen durch das Fixationsmedium in den spéteren
fertigen Blocken, war eine Wiésserung der Proben erforderlich. Nach zweistlindiger
Wisserung der Priparate mit Leitungswasser erfolgte die Dehydratation in aufsteigender
Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96% und 2 x 100% fiir jeweils eine Woche) bei

Raumtemperatur. Zur Entfettung wurde als Intermedium zwischen dem Prozess der
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Entwisserung und der Infiltration Xylol
eingesetzt, in welches die Proben
weitere zweimal fiir je zwei Tage
eingelegt wurden.

Die Priinfiltration erfolgte in drei
Schritten iiber je vier Tage Dauer
zundchst mit einem Gemisch aus Xylol

und  endstabilisierter =~ Basisldsung

Abb. 8 Tibia-Stiick in 10 % gepufferter Technovit® 9100 Neu (Heraeus KUIZGT,
Formalinlosung Werheim, Germany) im Verhéltnis 1:1.
Darauf folgte ein Gemisch aus 200 ml entstabilisiertem Technovit 9100 Neu Basisund 1 g
Harter-1 und im Anschluss daran eine Losung aus 200 ml stabilisiertem Technovit 9100

Neu Basis und 1 g Harter-1.

2.3.2 Infiltration und Polymerisation

Ein Gemisch aus 60 g Polymethylmethacrylat (PMMA-Pulver, Heraeus Kulzer, Werheim,
Germany) und 750 ml Technovit® 9100 Basislosung entstabilisiert (Heraeus Kulzer,
Werheim, Germany) diente als Medium zur Infiltration der Proben mit dem eigentlichen
Kunststoff. In metallenen Formchen wurden die Proben mit dieser Substanz {ibergossen

und fiir vier Tage gelagert.

Fir die Polymerisation war die Herstellung zweier Stammldsungen notwendig.
Stammlosung A setzte sich zusammen aus 107 g PMMA-Pulver und 667 ml Technovit®
9100 Basislosung entstabilisiert.

Stammlosung B setzte sich zusammen aus 4,4 ml Polymerisationsregler (Heraeus Kulzer,
Werheim, Germany) und 100 ml Technovit® 9100 Basislosung entstabilisiert. Die
jeweilige Losung wurde nach Herstellung fiir eine Nacht zur

besseren Losung bei 4°C in den Kiihlschrank verbracht. Am ndchsten Tag wurde
Stammlosung A 4 g Harter-1 (Heraeus Kulzer, Werheim, Germany) und Stammldsung B 8
ml Hérter-2 (Heraeus Kulzer, Werheim, Germany) zugesetzt. Dann wurde Stammldsung A
mit Stammlésung B im Verhédltnis 9:1 gemischt, die Tibia-Resektate wiederum in

metallenen Formchen darin eingebettet und bei —4°C fiir 20 Stunden gelagert.
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Abb. 9 In Kunststoff eingebettete Tibia-Resektate

2.3.3 Trenn-Diinnschliff-Technik

Um nun aus den in Kunststoff eingebetteten Priparaten (Abb. 9) ein mikroskopierbares

Objekt herzustellen, mussten aus den Blocken diinne Scheiben angefertigt werden.

Nach Uberpriifung auf vollstindige Aushirtung wurden die Priparate mittels

Diamantbandsédge (Exakt®, Apparatebau, Norderstedt, Germany; siche Abb. 10) in axialer

Richtung zum Bohrlochdefekt geschnitten. Es wurden pro Block je drei Schnitte mit einer

Abb. 10 Diamantbandsdige der Firma Exakt

Dicke von ca. 320 um aus der
zentralen Defektzone
angefertigt. Das auf dem
Prinzip  einer  Bandsdge
arbeitende Trenn-
schleifsystem besteht aus
Trenneinheit, Prézisions-
parallelfiihrung, dosierbarem
Vorschub und einem
Kiihlsystem. Die
Werkstiickfiihrung  pendelt

bei dem Sdgevorgang um
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ihre eigene Achse. Dadurch kann man bei relativ hohen Schnittgeschwindigkeiten saubere
Schnittflachen erhalten. Der Probenvorschub wird liber Gewichte gesteuert. Diese konnen
in Abhéngigkeit des zu verarbeitenden Materials eingestellt werden, was notwendig ist, um

beispielweise ein Ausbrechen von Knochenbélkchen zu verhindern.

Die so hergestellten Schnitte wurden mit Technovit® 4000( Haereus Kulzer) auf
Objekttrager (50 x 100 x 2 mm, Firma Dia-Plus, Walter Messner GmbH, Oststeinbeck,
Germany) aufgebracht. Technovit 4000 ist ein schnellhdrtender kaltpolymerisierender
Drei-Komponenten-Kunststoff, dessen Besonderheit in den guten FlieBeigenschaften,
optimalem Randschluss, extrem guter Haftung, sowie optimalen Schleif- und
Poliereigenschaften besteht.

Zur Anwendung werden laut Angaben des Herstellers die drei Komponenten, welche aus
einem Pulver, einem Sirup I und einem Sirup II bestehen, im Verhéltnis 2:2:1 gemischt. Im
Anschluss daran ist das Gemisch ungefdhr vier Minuten gie3fdhig, nach acht Minuten ist
es ausgehdartet.

Den Feinschliff auf durchschnittlich 60 um erledigte das EXAKT 400CS Schleifsystem
(Firma Exakt, Norderstedt, Germany).

Nach Politur der Schliffe erfolgte das Aufkleben der Deckglidser mit lichthirtendem
Transparentkleber (Technovit 7210 VLC, Haereus Kulzer).

2.3.4 Farbung

Zur histomorphometrischen Auswertung wéhlten wir die Toluidinblaufirbung nach
Romeis. Diese Fiarbung zeichnet sich durch Einfachheit und gute Standardisierung aus.
Durch die in der Fiarbesubstanz enthaltenen Thiazinfarbstoffe entstehen metachromatische
Farbeffekte, welche gute Eigenschaften zur Differenzierung bieten. Mineralisierte
Hartgewebe bleiben ungefarbt bis blablau, Zellen, Zellkerne, Osteoidsdume, Kittlinien,
Kollagenfasern sind blau, Mastzellengranula, Knorpelmatrix, frithe Wundheilungsareale

metachromatisch rotviolett gefarbt.

Zur Herstellung der Féarbelosung wurden drei verschiedene Losungen (Tabelle 2)

angesetzt, die dann im Verhéltnis 6:3:1 (Lsg.1:Lsg.2:Lsg.3) gemischt wurden.
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Tabelle 2: Inhaltsstoffe der Losungsansiitze 1-3

Losung 1 | 1,0 g Toluidinblau in 100 ml Aqua dest.

Losung 2 | 2,5 g Natriumkarbonat in 100 ml Aqua dest.

Losung 3 | 70%iger Ethylalkohol

Die zu farbenden Feinschliffe wurden nun fiir 10-15 Minuten mit der hergestellten
Toluidinblau-Losung gefarbt und anschlieend mit Aqua dest. gespiilt. Als die Schliffe
wieder abgekiihlt waren, wurden sie mit 30 % igem Ethanol entfdrbt und anschlieend fiir

5 bis 10 Minuten in Xylol getaucht.

2.4 Histologische Beurteilung

2.4.1 Histomorphometrische Auswertung

Mit Hilfe des Software-Programms Cell D (Olympus GmbH, Hamburg, Germany) erfolgte
die histomorphometrische Auswertung der histologischen Schnitte. Dazu wurde zunichst
jeder Schnitt mittels Farb-CCD-Kamera (Color View III, Olympus, Hamburg, Germany),
welche auf einem binokularem Lichtmikroskop (Olympus SZ 61, Olympus, Hamburg,
Germany) saB, digitalisiert. Die so gewonnenen Bilder (VergroBerung X 6.7) konnten nun
hinsichtlich neuer Knochenbildung quantitativ analysiert werden (Cell D , Olympus
GmbH, Hamburg, Germany). Dazu wurden zwei Regionen definiert, in denen jeweils
gemessen wurde. Eine Region befand sich in der kortikalen Defektzone ( Grofe: 1500 x
7000 Pixel), die Andere in der Mitte des Defekts (GroBe: 3000 x 7000 Pixel). Bestimmt
wurde die Fliche der neuen Knochenbildung in um?, sowie der Prozentanteil der absoluten

neuen Knochenbildung.

2.4.2 Semiquantitative Auswertung

Zusétzlich wurden die Schnitte in den selben Regionen semiquantitativ mittels
Lichtmikroskop (Olympus SZ 61, Olympus) in 20 facher VergroBerung beurteilt. Dazu

wurde folgender Score (Tabelle 3) verwendet:
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Tabelle 3: Score fiir die semiquantitative Auswertung der histologischen
Priparate

0 |keine Uberbriickung des Defekts

1 |unvollstindige Uberbriickung

2 |komplette Uberbriickung des Defekts mit mineralisiertem Knochen

2.4.3 Beurteilung der Knochengeweberemodellierung

In der selben VergroBerung (X 20) erfolgte die Beurteilung der

Knochengeweberemodellierung.

Die Knochengewebemodellierung verhilft dem Korper, bei kleinen Strukturschidden oder
auch Frakturen, ein funktionsfahiges Skelettsystem zu erhalten. Dazu findet ein stidndiger
Gewebsabbau und Wiederaufbau durch Osteoklasten und Osteoblasten statt, wodurch sich

der Organismus den stindig wechselnden Anforderungen anpassen kann [73].

Um einen genaueren Eindruck des Remodellierungsprozesses des Knochengewebes
unserer Versuchstiere zu bekommen, wurden die Pridparate unter dem Lichtmikroskop
(Olympus SZ 61, Olympus) auf Vorhandensein von Osteoklasten und Osteoblasten

untersucht.

2.5 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit SPSS® (Version 17.0, SPSS Inc., Chicago,
Illinois, USA). Der Mittelwert und die Standardabweichung wurden fiir beide Gruppen
bestimmt. Um einen statistischen Vergleich zwischen beiden Gruppen anstellen zu kénnen,

wurde der unabhéngige t-Test verwendet. Als Signifikanzniveau wurde p <0.05 definiert.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen der postoperativen Phase konnte bei keinem der Tiere eine Auffilligkeit
beobachtet werden. Es traten innerhalb der gesamten Studie keine Komplikationen, wie

z.B. allergische Reaktionen, Abszesse oder Infektionen auf.

3.1 Histomorphometrische Beurteilung

Nach einem Heilungszeitraum von sechs Wochen zeigten die histomorphometrischen
Analysen (Abb. 11) in der Spongiosa-Gruppe, verglichen mit denen der Calcibon-Gruppe,
eine signifikant grofere Fliche von neuem Knochen in der zentralen Defektzone (p <

0,001), als auch in der kortikalen Defektzone (p < 0,002).

H Calcibon-Gruppe

Kortikale O Spongiosa-Gruppe
Defektzone |
Zentrale
Defektzone |
NS S B —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 a5 %

Abb. 11 Histomorphometrische Analyse der Fliche neu gebildeten Knochens hinsichtlich
der Defektzone im kortikalen, sowie zentralen Areal. (Prozentualer Anteil der Fliche neu

gebildeten Knochens in Relation zur gesamten Fliche des jeweiligen Defektareals auf der
v-Arheo) Sioho daru auch Tahollo 4
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Tabelle 4: Daten der histomorphometrischen Analyse der Fliiche neu gebildeten Knochens
hinsichtlich der Defektzone im kortikalen, sowie zentralen Areal in tabellarischer Ubersicht:
Der Vergleich der beiden Gruppen ergab eine signifikant hohere Knochenneubildung in der
Spongiosa-Gruppe in beiden Defektzonen.

Spongiosa-Gruppe Calcibon-Gruppe
Kortikale Defektzone
(Fliche —des neu  gebildeten|39,3 + 7,4 24,7+ 7,6
Knochens / absolute Defektfliche
in %)
Zentrale Defektzone (Fliche
des neu gebildeten | 37,5+ 7,9 9,8+ 8,6
Knochens/absolute Defektfliche in
%)

Insgesamt zeigten alle Defekte in beiden Gruppen neue Knochenformationen, aber nur in
der Spongiosa-Gruppe fand sich bei vier Defekten eine vollkommene Uberbriickung mit
neuem Knochen.

In einigen Fillen der Calcibon-Gruppe wurde das Granulat von neu gebildetem Knochen
eingebettet. In diesen Féllen wurden die Oberflichen der Granulat-Koérner von neu
gebildetem Knochen iiberzogen. Nur in kleinen isolierten Gebieten innerhalb des

QGranulates infiltrierte neuer Knochen auch die Poren

Die Knochenheilung war in allen Tieren der beiden Gruppen regelrecht.

3.2 Semiquantitative Beurteilung

Bei der semiquantitativen Beurteilung in 20 facher Vergroferung zeigte sich ebenfalls die
Spongiosa-Gruppe hinsichtlich der ossiren Uberbriickung in beiden Defektbereichen
(siche Abb.12 & 13) den Ergebnissen der Calcibon-Gruppe iiberlegen. Es traten keine mit

dem Transplantat-Material in Verbindung stehenden Entziindungsreaktionen auf.
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Anzahl 51
Priiparate

Score 2 Score 1 Score 0

O Spongiosa-Gruppe H Calcibon-Gruppe

Abb. 12 Semiquantitative Analyse der kortikalen Defektzone: komplette Uberbriickung des
Defekts mit mineralisiertem Knochen (Score 2); unvollstindige Uberbriickung (Score 1);
keine Uberbriickung des Defekts (Score 0)

Anzahl 5
Priparate

Score 2 Score 1 Score 0

O Spongiosa-Gruppe H Calcibon-Gruppe

Abb. 13 Semiquantitative Analyse der zentralen Defektzone: komplette Uberbriickung des
Defekts mit mineralisiertem Knochen (Score 2); unvolistindige Uberbriickung (Score 1);
keine Uberbriickung des Defekts (Score 0)
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3.3 Beurteilung der Remodellierung des Knochengewebes

Die mit Toluidinblau geférbten Schliffe zeigten eine physiologische Remodellierung des
Knochengewebes in allen Proben. Die Priasenz der Makrophagen bzw. Osteoklasten war
jedoch in der Spongiosa-Gruppe deutlicher ausgeprigt. In der Spongiosa-Gruppe konnte an
den Rindern des Zentrums der Defektzone intensivere Resorption und neue
Knochenbildung beobachtet werden. Aullerdem zeigten sich stirkere Umbauvorgéinge an

den angrenzenden kortikalen Knochen.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Studie konnte mittels der histomorphometrischen Analyse und der
histologischen Auswertung nachgewiesen werden, dass die autologe Spongiosaplastik bei
der Behandlung von metaphyséiren Defekten in Minipigs nach sechs Wochen beziiglich der
Knochenregeneration der Behandlung mit Kalziumphosphat-Granulat signifikant
iiberlegen ist.

Der Einsatz von Knochenersatzmaterialien zur Behandlung von kndchernen Defekten, die
zu grof} fir eine Auffiillung mit autologer Spongiosa sind, wird in der Literatur durchaus
kontrovers diskutiert [11, 43, 71, 74-76]. In diesem Zusammenhang konnten Wheeler et al.
in einer tierexperimentellen Studie an Ziegen unter Einsatz von B-Trikalzium-Phosphat-
Keramiken (B-TCP-Keramiken) in Form von Granulat an einem metaphysdren Defekt
kritischer GroBe an der proximalen Tibia, eine signifikant hohere Knochenneubildungsrate
im Vergleich zu einer Spongiosa-Gruppe nachweisen. Das von Wheeler et al. dabei
eingesetzte Defektmodell ist dem in der vorliegenden Studie verwendeten Modell zudem
recht dhnlich. Der Zeitpunkt fiir die Nachuntersuchungen war hier jedoch erst nach drei
Monaten [75]. Die Autoren wiesen in der =zentralen Defektzone mittels
histomorphometrischer Messungen eine Knochenregeneration von 24 % in der B-TCP-
Gruppe nach, wihrend in der Spongiosa-Gruppe in der gleichen Region ungefihr 15 %
Knochen neu gebildet wurden [75]. Im Vergleich dazu konnten wir in unserer Studie
nachweisen, dass es sowohl in der zentralen (37,5%:9,8%) als auch in der kortikalen
Defektzone (39,3%:24,7%) nach sechs Wochen in der Spongiosa-Gruppe zu einer
signifikant gréferen Knochenneubildung im Vergleich zur Calcibon-Gruppe kam. Im
Gegensatz zu Wheeler et al. wurden in unserer Studie bei einem vergleichbaren
Defektmodell ~ bewusst  Minipigs als  Versuchstiere  eingesetzt, da  ihre
Knochenneubildungsrate von 1.2-1.5 mm/Tag mit der kndchernen Reparaturkapazitét des

Menschen nahezu identisch ist [77].

Yuan et al. verglichen die Knochenneubildung an Defekten kritischer Gréfe an
Darmbeinen von Schafen [43]. Als einen Defekt kritischer Grofle bezeichnet man einen
Defekt, der, bedingt durch seine Grof3e, innerhalb des gesamten Lebens eines Individuums
ohne entsprechende Therapie nicht heilen kann [78].

Die verwendete TCP-Keramik (33,9%) erzielte hierbei in der histomorphometrischen

Auswertung dhnliche Ergebnisse wie die verwendete autologe Spongiosa (32,2%) [43].
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Auch hier erfolgte die histologische Untersuchung der Priparate zu einem weitaus spateren
Zeitpunkt als in unserer Studie, ndmlich nach zwdlf Wochen. Als zusétzlichen Vorteil im
knochernen Heilungsprozess beschrieben die Autoren ein geringeres Aufkommen von
Bindegewebe bei der Verwendung von TCP verglichen mit der Spongiosa. Die Ausbildung
von Bindegewebe als Zwischenstufe stellt im kndchernen Heilungsprozess eine der
Hauptursachen fiir eine verzdgerte oder ausbleibende kndcherne Heilung mit den Folgen
von Implantatversagen und Pseudarthrosenbildung dar [43]. Da es sich bei dieser Studie,
abgesehen vom unterschiedlichen Versuchstier (Schaf), jedoch um einen Defekt kritischer
GroBe handelte, der sich nicht an einem lasttragenden langen Rohrenknochen befand, fallt

der Vergleich mit unser Studie ein wenig schwerer.

Steffen et al. filhrten, ebenfalls an Schafen, eine vergleichende Untersuchung von
Spongiosa und B-TCP-Granulat nach einer Implantation des Materials in den
Zwischenwirbelabschnitten L2/L3 und L4/L5 nach vorheriger Entfernung der
Bandscheiben in diesen Bereichen durch [21]. Besonders interessant sind hier die
unterschiedlichen histologischen Untersuchungszeitpunkte nach 8, 16 und 32 Wochen. Die
histologische Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch mit einem semiquantitativen Score
und leider nicht histomorphometrisch.

Nach acht Wochen zeigte sich die Spongiosa-Gruppe der B-TCP-Gruppe tliberlegen. Nach
16 Wochen schloss die B-TCP-Gruppe zu den Ergebnissen der Spongiosa-Gruppe auf und
zeigte dhnliche Ergebnisse. Nach 32 Wochen allerdings war die Spongiosa-Gruppe wieder
klar fithrend in den Ergebnissen bzgl. der Anteile der kndchernen Regeneration [21]. Trotz
des zu unseren Versuchen unterschiedlichen Versuchsaufbaus, verdeutlichen diese
Ergebnisse den Stellenwert des gleichen Untersuchungszeitpunktes zweier Studien, die
man miteinander vergleichen mochte, da sich der knocherne Heilungsprozess nicht
proportional zur Zeit vollziehen zu scheint, sondern nach unterschiedlichen Zeitpunkten
unterschiedliche Entwicklungsschiibe je nach verwendetem Material aufweist. Ein weiterer
Aspekt, der entscheidend fiir die Vergleichbarkeit der Methoden und daraus resultierenden
Ergebnissen der Studien von groBter Bedeutung ist, ist die Art und Weise des Nachweises
der Knochenneubildung. Dabei ist die Histomorphometrie als der Goldstandard zu
betrachten [79].

Die ungleiche Studienlage macht es jedoch schwierig, auf dieses Phinomen im Vergleich
genauer einzugehen. Aulerdem interessant ist, dass bei Wheeler et al. nach zwolf Wochen

(drei Monaten) die B-TCP-Gruppe der Spongiosa-Gruppe iiberlegen ist, wobei das gleiche
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3-TCP-Material wie bei Steffen et al. verwendet wurde und Steffen et al. nach 16 Wochen
tiber gleichwertige Ergebnisse zwischen Spongiosa und B-TCP berichteten. Zu
beriicksichtigen ist hier jedoch, dass es sich in beiden Studien um unterschiedliche
Versuchstiere, sowie unterschiedliche untersuchte Korperregionen handelte. Folglich wire

auch eine regionsspezifische Anwendung einzelner Priparate denkbar.

Kalziumphosphat-Zemente besitzen im Vergleich zu Kalziumphosphat-Keramiken einige
Vorteile. Kalziumphosphat-Zemente haben eine besonders hohe spezifische Oberfliche
[46]. Dadurch konnen Werte von ca. 100 m?/g erreicht werden. Die GroB3e der spezifischen
Oberfliche des natiirlichen Knochen betrdgt {iber 80 m?/g beim Menschen [80]. Im
Vergleich dazu haben gesinterte Keramiken Oberflichen von ca. 1 m%/g [28, 46]. Auch ist
die Zusammensetzung der Kalziumphosphat-Zemente dem menschlichen Knochen
dhnlicher als die Komponenten der Kalziumphosphat-Keramiken [46].

Dennoch konnten wir im Rahmen unser Studie mit Kalziumphosphat-Granulat (Calcibon®
Granules, Biomet Deutschland GmbH, Berlin, Germany), welches aus einem
selbstabbindenden Kalziumphosphat-Zement-Pulver hergestellt wurde, in der Frithphase
der Defektheilung keine zu Kalziumphosphat-Keramiken vergleichbar guten Ergebnisse
bei der Auffiillung von Knochendefekten an lasttragenden Knochenabschnitten
demonstrieren. Hier ist jedoch anzumerken, dass sich die Literaturergebnisse von
Kalziumphosphat-Keramiken im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit auf

Langzeitverldufe beziehen.

Zu den gleichen Ergebnissen wie in unserer Studie bzgl. der kndchernen Regeneration
kamen auch die Autoren Puricelli et al., die Defekte an den Femur-Diaphysen von Ratten
setzten und diese dann wahlweise mit einem Kalziumphosphat-Zement (auf Basis von a-
TCP) oder autologer Spongiosa fiillten [81]. Im Gegensatz zu unserer Studie wurde hier
jedoch als autologe Spongiosa das Material verwendet, welches aus der Defekt-Erstellung
gewonnen wurde und nicht, wie bei uns, aus einem der Implantationsstelle ortsfremden
Bereich. Histologische Untersuchungen fanden nach 3, 7, 14, 21 und 60 Tagen
postoperativ statt [81]. Die Untersuchungsergebnisse von Puricelli et al. beschreiben nach
einem Intervall von 60 Tagen, der unserem Zeitraum von sechs Wochen ziemlich nahe
kommt, eine Uberlegenheit der mit autologer Spongiosa gefiillten Defekte. Allerdings
wurden die histologischen Priaparate nur qualitativ unter dem Lichtmikroskop beurteilt und

keine histomorphometrischen Daten ermittelt, wodurch subjektive Eindriicke das Ergebnis
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beeinflusst haben konnten. Neben der Spongiosa- und der Zement-Gruppe wurde in der
tierexperimentellen Studie von Puricelli et al. noch eine Kontroll-Gruppe angelegt, bei
welcher der Defekt ohne jegliche Fiillung verblieb. Diese Gruppe zeigte dhnlich gute
Ergebnisse wie die Spongiosa-Gruppe, was allerdings zeigt, dass es sich bei den hier
gesetzten Defekten nicht um Defekte einer kritischen Grof3e handelt, wie in unserer Studie,

da die Defekte sonst nicht von alleine heilen wiirden.

Einen weiteren tierexperimentellen Vergleich zwischen autologer Spongiosa und
Kalziumphosphat-Zement stellten die Autoren Welch et al. an Tibiaplateau-Defekten in
Ziegen an [82]. Die Defektfiillung mit Kalziumphosphat-Zement zeigte in der Auswertung
hinsichtlich der Knochenneubildung gleichwertige Ergebnisse wie die autologe Spongiosa,
die auch hier wieder ,wie bei Puricelli et al., aus den zuvor erstellten Defekten gewonnen
wurde. Da in dieser Studie neben einem Score-System zur histologischen Auswertung auch
durch histomorphometrische Messmethoden prozentuale Ergebnisse fiir neu gebildeten
Knochen ermittelt wurden, ldsst sie sich gut mit unseren Ergebnissen vergleichen.
Histologische Untersuchungen fanden nach 24 Stunden, drei Wochen, sechs Wochen,
sechs Monaten, zwolf Monaten und 18 Monaten statt. In der Zement-Gruppe zeigte sich
bei der Untersuchung nach 24 Stunden ein im Defekt liegender Zement-Anteil von 94,0 %
+ 5%. Nach drei Wochen wurde bereits viel Zement resorbiert (verbleibender Anteil
64,25%). Bindegewebe durchzog jedoch die Defektstelle (Anteil 25,5%) und trennte so
ossire Einschliisse vom Zement ab. In der Spongiosa-Gruppe zeigte sich nach drei
Wochen ein Knochenanteil von 15,0% + 8%. Nach sechs Wochen war ein Grofteil des
Spongiosa-Transplantates umgebaut und durch neuen Knochen ersetzt. Leider fehlen zu
diesem Zeitpunkt die prozentualen Angaben des Anteils neu gebildeten Knochens von
Seiten der Autoren. In der Zement-Gruppe zeigt sich zu diesem Zeitpunkt ein Anteil von
12,57% % 4% an neu gebildetem Knochen. Ein Grofiteil des Zementes wurde nun bereits
resorbiert und durch Bindegewebe ersetzt (Anteil 35,42%) [82]. Hétte man an diesem
Punkt die histologischen Untersuchungen eingestellt, wédren die Autoren vermutlich zu
dem gleichen Ergebnis gekommen, wie die vorliegende Studie. Zwar fehlt in der Arbeit
von Welch et al. bei dem Untersuchungszeitpunkt nach sechs Wochen die Angabe iiber
den genauen prozentualen Anteil neu gebildeten Knochens, doch der Wert von 15,0% +
8% bei der Untersuchung nach drei Wochen, ldsst mutmafen, dass die Spongiosa auch
nach sechs Wochen in ithrem Anteil an neu gebildeten Knochen dem des Kalziumphosphat-

Zementes iiberlegen ist. Nach sechs Monaten jedoch zeigte sich in der Studie der Autoren
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Welch et al. jedoch nun ein knocherner Anteil von 38,57% + 14%, mit riickldufigem
Bindegewebeanteil von 6,92% + 3% in der Zement-Gruppe. Die Spongiosa-Gruppe
préasentierte sich zu diesem Zeitpunkt mit einem Anteil von 35,35% + 12%, also leicht
hinter dem Ergebnis des Kalziumphosphat-Zementes. Nach zwolf Monaten zeigten die
histologischen Untersuchungen einen kndchernen Anteil von 32% % 4% in der Spongiosa-
Gruppe und von 40,51% * 5% in der Zement-Gruppe. Nach 18 Monaten besetzte der neue
Knochen die Defektzone der Spongiosa-Gruppe mit 36,21% + 8% und mit 35,52% £ 12%
in der Zement-Gruppe. Hier présentierte sich auerdem trabekuldrer Knochen mit normaler
Struktur. Somit zeigte die Zement-Gruppe nach 18 Monaten gleichwertige Ergebnisse, wie
die Spongiosa-Gruppe.

Ahnlich wie bei Steffen et al. demonstriert auch diese Studie, dass der Zeitpunkt der
histologischen Auswertung einen relevanten Einfluss darauf hat, wie das Ergebnis und
dessen Interpretation ausfillt.

Bei der Bewertung der Ergebnisse der Studie von Welch et al. gilt es aulerdem zu
beachten, dass die Knochenumbau-Kapazitit von Ziegen, welche bei der
tierexperimentellen Untersuchung der Autoren verwendet wurden, doppelt so schnell wie
beim Menschen ist.

Mochte man die Ergebnisse der Studie von Welch et al. nun also auf den Menschen
anwenden, stellt sich die Frage nach der Moglichkeit, ob und wie der gesamte Prozess der

Knochenheilung beschleunigt werden kann.

Die zuvor beschriebenen Studien [21, 43, 71, 75, 81, 82] sind Beispiele dafiir, wie
kontrovers die Meinungen bzgl. Uberlegenheit oder Unterlegenheit von autologen
Spongiosa-Transplantaten, Kalziumphosphat-Keramiken und -Zementen sind. Angemerkt
werden muss, dass das primdre Zement-Pulver, und damit das Ausgangsmaterial des
untersuchten Kalziumphosphat-Granulates der vorliegenden Studie, bereits erfolgreich

sowohl in tierexperimentellen als auch in klinischen Studien eingesetzt wurde [44, 83].

Die Implantat-Porositdt und die Porenstruktur scheinen bei Knochenersatzmaterialien auf
Kalzium-Phosphat-Basis eine wichtige Rolle bei der in vivo Resorption und dem
Einwachsen von neuem Knochen zu spielen [19, 29, 46].

In diesem Zusammenhang untersuchten Walsh et al. die Knochenneubildung und
Implantatresorption von drei TCP-Keramiken in Form von Granulat mit gleicher

chemischer Zusammensetzung, aber unterschiedlicher Porositét in einem standardisierten
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tibialen Defekt-Model mit Kaninchen [19]. Die Autoren konnten nachweisen, dass alle drei
Materialien die Bildung von neuem Knochen unterstiitzten, ihre Resorptionszeit jedoch
unterschiedlich war [19].

Das Material mit der groBten Porositdt und der groften PorengroBe wurde schneller
resorbiert als die anderen Materialien (Porositidt 75%; Porengréfe 100-400 pm) [19].
Auch von anderen Autoren wird bestitigt, dass Interkonnektionen, also Verbindungen
zwischen den Poren, entscheidend fiir die Integration von neuem Knochen in das Material
sind [20, 33, 84, 85]. Die in unserer Studie eingesetzten Kalziumphosphat-Zement-
Granulate weisen im Vergleich zu den von Walsh et al. eingesetzten TCP-Keramiken, eine
niedrigere Porositit (50%) und PorengroBe (50-550 um) auf. Dies konnte eine Erklarung
fiir die Unterlegenheit des in der vorliegenden Studie angewendeten Kalziumphosphat-
Zement-Granulates gegeniiber der autologen Spongiosa sein, vor allem, weil vergleichend
dazu die PorengroBe in humanem kortikalen Knochen 1 bis 100 um und in trabekuldrem
Knochen von 200 bis 700 um variiert [86].

Ein Problem, welches mit einer hohen Porositdt einhergeht, ist allerdings die sich
antiproportional zur Porositit verhaltenden mechanischen Eigenschaften [20, 35, 37, 40],
was vor allem in orthopddischen Bereichen fiir lasttragende Knochen besonders wichtig ist.
Hier werden wohl noch weitere Untersuchungen von Noten sein, um die optimale
Zusammensetzung von Porositdt und Porengréfe fiir Materialien, die an lasttragenden

langen Rohrenknochen verwendet werden, zu entwickeln.

Generell ist die Anzahl an klinischen und experimentellen Studien, die sich mit den
Moglichkeiten der Kalziumphosphat-Zement-Granulate beschéftigt haben, in der Literatur
noch deutlich begrenzt [47, 48, 52, 56, 61-63, 65, 68]. Diese lassen sich zudem nur
eingeschrdnkt mit unserem Tiermodell vergleichen. Hauptsdchlich  wurden
Untersuchungen mit in vitro Zellkulturen [80, 87, 88] und einige wenige in vivo

Implantationen durchgefiihrt [21, 89].

Einige weitere aufschlussreiche Entdeckungen machten die Autoren Smartt et al. in ihrer
tierexperimentellen Studie zu Kalottendefekten nicht kritischer GroBe in Yorkshire-
Schweinen [90]. Die intraoperativ gesetzten Defekte wurde wahlweise mit autologer
Spongiosa, die auch hier, wie bereits in einigen zuvor erwiahnten Studien, aus dem zuvor
erstellten Defekt gewonnen wurde, einem Kalziumphosphat-Zement oder einer

Kalziumphosphat-Keramik gefiillt oder als Kontrollgruppe leer belassen. Die
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Versuchstiere gliederten sich in zwei Altersgruppen auf. Die eine Hélfte der Tiere war erst
drei Wochen alt und wies somit ein noch unreifes kraniofaziales Skelett auf. Die andere
Hilfte der Tiere hatte ein Alter von 16 Wochen und somit ein reifes kraniofaziales Skelett.
In jedem Tier wurden vier Defekte in die Kalotte gesetzt und mit dem jeweiligen Material
befiillt oder, im Fall der Kontrollgruppe, leer belassen. Radiologische, sowie histologische
Untersuchungen fanden nach 30 Tagen (ca. 4 Wochen) und 90 Tagen (ca. 13 Wochen)
statt. Leider fanden in der Auswertungsmethodik kein Score-System oder
histomorphometrische Verfahren Anwendung, was die Vergleichbarkeit mit der
vorliegenden Studie erschwert. In der histologischen Auswertung der Kontrollgruppe von
Smartt et al. zeigte sich nach 30, sowie nach 90 Tagen eine unvollstindige Heilung der
Defektstelle, durch welche sich eine Schicht dichten Bindegewebes zog. Die Neubildung
von Knochen wurde als minimal beschrieben. Diese Ergebnisse bezogen sich sowohl auf
die Gruppe der unreifen Schweine, als auch auf die Gruppe der bzgl. des Skeletts
ausgereiften Tiere. In der Spongiosa-Gruppe war, ebenfalls zu beiden Zeitpunkten in
beiden Tiergruppen, ein progressiver Einbau des Transplantatmaterials, sowie starke
Umbaubestrebungen und Ansammlungen von Faserknochen zu verzeichnen. Die Keramik-
Gruppe demonstrierte ebenfalls zu beiden Zeitpunkten in beiden Tiergruppen kein
Einwachsen von neuem Knochen, sowie eine unverschlossene Defektstelle. In der Zement-
Gruppe zeigte sich bei den ausgereiften Tieren ein minimales Einwachsen von neuem
Knochen von Seiten der Peripherie, aber kein signifikanter Ersatz oder Umbau des
Kalziumphosphat-Zementes nach 30 ,sowie nach 90 Tagen postoperativ.

Bei den erst drei Wochen alten Yorkshire-Schweinen konnte nach 30 Tagen jedoch ein
progressives Einwachsen von neuem Knochen in den Defekt von allen Seiten und eine
solide Verbindung mit dem umliegenden Knochengewebe nachgewiesen werden. Nach 90
Tagen zeigten sich innerhalb des gesamten Kalziumphosphat-Zementes Heilungs- und
Umbauvorgénge.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein Verlust der intrinsischen Kapazitit der
Knochengeweberemodellierung, die offensichtlich mit der Ausreifung des Skelettes
einhergeht, erheblichen Einfluss auf den Erfolg einer Behandlung mit Kalziumphosphat-
Zement haben kann [90]. Zum Einen konnte dies ein Ansatz sein, das Kalziumphosphat-
Zemente hinsichtlich ihrem Einsatz in der Kinderorthopddie und -traumatologie, wo
Skelettabschnitte zum Teil auch noch nicht ausgereift sind, mit ganz anderen Aussichten
einzusetzen sind. Zum Anderen gibt es bzgl. des Einsatzes in der Erwachsenenchirurgie

Anregung zur Frage, wie man die Umgebung der Kalziumphosphat-Zemente bei ihrem
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Einsatz oder sogar vielleicht die Zemente selbst verdndern kann, dass sie der osteogenen

Kapazitit eines unreifen Skeletts entspricht.

Zur Optimierung der Knochenheilung werden Knochenersatzmaterialien zunehmend in
Kombination mit osteoinduktiven Substanzen (autolog oder rekombinant hergestellt) oder
mesenchymale Stammzellen eingesetzt [6, 49, 91-96].

Mesenchymale Stammzellen sind multipotente Zellen, welche in Osteoblasten,
Chondrozyten, Adipozyten, Fibrozyten, Myoblasten oder Knochenmark-Stroma
differenzieren konnen [97]. Mesenchymale Stammzellen kénnen aus Knochenmarkaspirat
isoliert und in vitro angereichert werden [91]. Eine Vielzahl priklinischer Studien hat
gezeigt, dass mesenchymale Stammzellen, die in vitro angereichert wurden, erheblich zur
Heilung von Knochendefekten kritischer Grofe beitragen konnen, wenn sie mit

entsprechenden Knochenersatzmaterialien kombiniert werden [23, 98, 99].

Wachstumsfaktoren beeinflussen die Chemotaxis, Differenzierung, Proliferation und
synthetische Aktivitit von Zellen des Knochens. Dabei regulieren sie zusétzlich die
physiologische Knochengewebsremodellierung und die Frakturheilung [91]. Mehrere
Wachstumsfaktoren, wie z.B. BMPs (bone morphogenetic proteins), PDGF (platelet-
derived growth factor), TGF-b (transforming growth factor-b) und IGF (insulin-like
growth factors) haben einen stimulierenden Effekt auf die Knochenheilung [100].

Kasten et al. fiihrten eine tierexperimentelle Studie mit Defekten kritischer GroBe an
Diaphysen von Kaninchen durch [91]. Im Blickfeld des Interesses stand der Vergleich
zwischen einer Defektauffiillung mit : (1) einer Kalziumphosphat-Keramik, (2) der
Kalziumphosphat-Keramik in Kombination mit autologen Wachstumsfaktoren, (3) der
Kalziumphosphat-Keramik in Kombination mit mesenchymalen Stammzellen und (4) der
Kalziumphosphat-Keramik in Kombination mit autologen Wachstumsfaktoren und
mesenchymalen Stammzellen. Nach 16 Wochen postoperativ fand die Euthanasie der Tiere
zwecks Prédparatentnahme statt, worauf eine histologische Einbettung und Auswertung
dieser stattfand. Als zusdtzliche Methodik fand die Mikro-Computertomographie
Anwendung. In der Auswertung zeigte die mit autologen Wachstumsfaktoren
angereicherte Keramik bessere Ergebnisse hinsichtlich der Knochenneubildung, als die
Keramik alleine. Zu den gleichen Ergebnissen fiihrte die Auswertung der mit
mesenchymalen Stammzellen kombinierten Keramik. Eine Kombination der Keramik mit

autologen Wachstumsfaktoren und mesenchymalen Stammzellen brachte hingegen keine
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zusdtzliche Verbesserung. Hier blieben die Ergebnisse gleichauf mit denen der einfachen
Kombination aus Keramik mit autologen Wachstumsfaktoren oder mesenchymalen

Stammzellen.

4.1 Fazit

Ganz entscheidend fiir Beurteilbarkeit der wahren Qualitdt der osteoinduktiven,
osteokonduktiven Materialien, sowie der Composites im Vergleich zum Goldstandard
autologer Spongiosa bei der Knochenneubildung ist der Einsatz einer validierten und
objektivierbaren Auswertungsmethoden, die sowohl das AusmaBl des neugebildeten
Knochens, als auch das Ausmal} der resorbierten Menge des Knochenersatzmaterials
qualitativ und quantitativ bewertet. So sind Ergebnisse von Welch et al. [82], sowie die
Resultate dieser Arbeit durch das eingesetzte Verfahren zur Beurteilung der
Knochenneubildung im Vergleich zu den Daten von Puricelli et al. [81], Steffen et al.[21]
[21] und Smartt et al. [90] als objektiv nachvollziehbar zu erachten, da bei den
erstgenannten Arbeiten die Beurteilung der Knochenneubildung nicht auf semiquantitativ

oder untersucherabhingige Verfahren basierte.

So konnte im Rahmen dieser Arbeit der Nachweis dafiir erbracht werden, dass die
knocherne Ausheilung unter alleinigem Einsatz von Kalziumphosphat-Granulat denen der
autologen Spongiosaplastik unterlegen war. Jedoch zeigte sich das Kalziumphosphat-
Granulat durch die addquate Resorptionsrate innerhalb des Zeitintervalls von sechs
Wochen als ein geeignetes Transportmedium fiir Medikamente und dhnliche Substanzen,
weshalb eine Kombination von diesem Knochenersatzmaterial mit osteoinduktiven
Substanzen (sowohl autologer Natur, als auch rekombinant hergestellt) im Sinne eines

Composites sinnvoll erscheint [46].

Die Histomorphometrie dient dabei als {iiberaus geeignetes Mittel, den Anteil der
Knochenneubildung objektiv zu erfassen, was die Qualitit der Vergleichbarkeit
verschiedener Studien untereinander verbessert, da Fehler durch subjektive Wahrnehmung,
z.B. bei Betrachtung histologischer Prédparate unter dem Mikroskop und Auswertung

mittels semiquantitativer Scores, umgangen werden.
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5. Zusammenfassung

Zielsetzung:

Die autologe Spongiosaplastik gilt als der Goldstandard bei der Behandlung kndcherner
Defekte jeglicher Genese, obwohl sie einige Nachteile, wie z.B. das Risiko fiir chronische
Schmerzen an der Entnahmestelle und tiefe Wundinfektionen, begrenzte Menge,
zusitzliche Kosten und Narbenbildung an der Entnahmestelle mit sich bringt. Aus diesen
Griinden wurde in den letzten Jahren eine ganze Reihe von Knochenersatzmaterialien
entwickelt, um den Bedarf an autologen Transplantaten zu verringern oder sogar komplett
zu ersetzen.

Das Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit bestand darin, den Prozess der
Knochenheilung und Materialdegradation unter Verwendung der Methode der
Histomorphometrie zu evaluieren.

Dabei wurde der FEinsatz von einem Kalziumphosphat-Zement-Granulat (Calcibon®
Granules, Biomet Deutschland GmbH, Berlin) im Vergleich zum Einsatz autologer
Spongiosa zwecks Behandlung eines Defektes kritischer Grole am lasttragenden langen
Rohrenknochen von Minipigs untersucht. Die Ausheilungsergebnisse sechs Wochen
postoperativ wurden mittels Histomorphometrie beziiglich der Knochenneubildung

ermittelt und verglichen.

Methoden:

Es wurde eine Versuchsreihe durchgefiihrt, bei der ein intraoperativ erzeugter Defekt
kritischer Grofle an der Metaphyse der Tibia von 16 Goéttinger Minipigs entweder mit
autologer Spongiosa oder einem Kalziumphosphat-Zement-Granulat (Calcibon® Granules,
Biomet Deutschland GmbH, Berlin, Germany; Grofe 2 — 4 mm) gefiillt wurde. Nach sechs
Wochen erfolgte die Auswertung der entnommenen Préparate. Dabei war es meine
Aufgabe, die histologischen Knochenpriparate unter der Anleitung der Betreuer der
Arbeitsgruppe herzustellen, sowie zur Ermittlung des neu gebildeten Knochenanteils die

histomorphometrischen Vermessungen durchzufiihren und auszuwerten.
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Zusammenfassung

Ergebnisse:

Nach einem Heilungszeitraum von sechs Wochen zeigten die histomorphometrischen
Analysen in der Spongiosa-Gruppe, verglichen mit der Calcibon-Gruppe, eine signifikant
groBere Flache von neuem Knochen in der zentralen Defektzone (p < 0,001), als auch in
der kortikalen Defektzone (p < 0,002). Insgesamt zeigten alle Defekte neue
Knochenbildung, aber nur in der Spongiosa-Gruppe konnte eine vollkommene
Regeneration der Defekte beobachtet werden.

Auch in der semiquantitativen Auswertung der histologischen Priparate zeigte sich im
Vergleich mit der Calcibon-Gruppe eine Uberlegenheit der Spongiosa-Gruppe hinsichtlich
der knéchernen Uberbriickung in beiden Defektzonen.

Insgesamt ldsst sich sagen, dass sich nach sechs Wochen Heilungsprozess in der
Spongiosa-Gruppe, verglichen mit der Calcibon-Gruppe, eine bessere kndcherne

Uberbriickung der Defekte zeigte.

Schlussfolgerungen:

Die Histomorphometrie erweist sich als eine geeignete Methode, objektiv und
nachvollziehbar eine Beurteilung der Knochenneubildungsrate durchzufiihren. Dadurch
kann die Qualitdt der Vergleichbarkeit verschiedener Studien untereinander verbessert
werden, da Fehler durch subjektive Wahrnehmungen, z.B. bei Betrachtung histologischer
Priaparate unter dem Mikroskop und Auswertung mittels semiquantitativer Scores
umgangen werden kdnnen.

Mittels der histomorphometrischen Untersuchung und Auswertung konnte somit in der
vorliegenden Dissertationsarbeit demonstriert werden, dass die Spongiosaplastik nach
sechs Wochen, verglichen mit der Verwendung eines Kalziumphosphat-Zement-
Granulates, zu signifikant besseren Ergebnissen bzgl. der Knochenheilung und -neubildung
filhrt. In der frithen Phase der Knochenheilung scheint die alleinige Applikation von
Kalziumphosphat-Zement-Granulat der der autologen Spongiosaplastik in in vivo Defekten

kritischer GroB3e in lasttragenden langen Rohrenknochen von Minipigs unterlegen zu sein.
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Abkiirzungsverzeichnis

6. Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ad lib ad libitum

Aqua dest. Aqua destillata

BMP bone morphogenetic protein
bzgl. beziiglich

bzw. beziechungsweise

°C Grad Celsius

ca. Circa

cm Zentimeter

cm? Kubikzentimeter

et al. et alteres

g Gramm

HIV humanes Immundefizienz-Virus
HAC Hydroxylapatit-Zement
kg Kilogramm

KG Korpergewicht

1 Liter

m? Quadratmeter

mg Milligramm

ml Milliliter

mm Millimeter

um Mikrometer

pm? Quadratmikrometer
PRP platelet-rich-plasma
TCP Trikalzium-Phosphat
z.B. zum Beispiel
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