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Zusammenfassung

Die hier vorliegende Studie sollte am Kaninchenmodell testen, ob der Zusatz von platt-
chenreichem Plasma (PRP) zu einem einer Mischung aus Calciumphosphatgranulat
(CPG) und Knochenmarkkonzentrat (BMC) die Knochenneubildung starker fordert, als
CPG und BMC allein.

Zusatzlich wurden die Ergebnisse mit denen einer Positivkontrolle verglichen, die ein au-
tologes Knochentransplantat und damit den Goldstandard in der Behandlung von chroni-
schen Knochendefekten in der klinischen Praxis erhielt. Die Knochenneubildung wurde
dabei mittels digitaler Volumentomographie (DVT) und histomorphometrisch nach drei
und sechs Wochen gemessen. Immunhistochemisch wurde die Mikrogefalidichte im

Knochendefekt ebenfalls nach drei und sechs Wochen gemessen.

Die PRP-Gruppe zeigte sowohl in der DVT als auch histomorphometrisch nach jeweils
drei und sechs Wochen eine starkere Knochenneubildung als die BMC-Gruppe. Es
konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Positivkontrolle und der
PRP-Gruppe nachgewiesen werden. Die Knochenneubildung in der BMC-Gruppe war
auch gegenuber der Positivkontrolle signifikant geringer.

Damit stellt sich die Kombination aus BMC/CPG plus PRP der reinen BMC/CPG-Mi-
schung als Implantatmaterial Gberlegen dar. Da kein Unterscheid zwischen PRP und der
Positivkontrolle bestand, kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass PRP mog-
licherweise eine tragfahige Alternative zum autologen Knochentransplantat ist, das mit
Morbiditat an der Entnahmestelle einhergeht und nur begrenztes Spendermaterial zu Ver-

fugung stellen kann.

Angiogenese ist eine notwendige Voraussetzung fur die vollstandige Ausheilung eines
Knochendefektes und kann Uber die Bestimmung der Mikrogefalddichte zu verschiede-
nen Zeitpunkten quantifiziert werden. Die Messung der Mikrogefaldichte zeigte keine

signifikanten Unterschiede zwischen der BMC und der PRP-Gruppe.



Beide Gruppen zeigten eine hohere Mikrogefalidichte nach sechs Wochen als nach drei
Wochen, was fur eine gute Angiogenese spricht. Die Mikrogefalidichte in der Positivkon-

trolle wurde nicht gemessen.
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1 Einleitung
1.1 Knochendefekte

Knochenbruche sind eine haufige Folge von Unfallen. Da das Regenrationspotential des
menschlichen Knochens hoch ist, heilen die meisten Frakturen ohne Probleme oder Spat-
folgen. Doch in einigen Fallen kdnnen Frakturen zu bleibenden Knochendefekten und zur
Nicht-Vereinigung des Bruchs fuhren. Erkrankungen wie Tumore, Fehlbildungen des

Skelettsystems und Pseudarthrosen stellen weitere Ursachen von Knochendefekten dar.

Die derzeitige medizinische Praxis verwendet autologe Knochentransplantation als Stan-
dardtherapie von Knochendefekten, wie sie durch die Nicht-Vereinigung von Frakturen
entstehen kdnnen (Mahendra und Maclean, 2007). Trotz der Fortschritte in der Implanta-
tions- und chirurgischen Technik und bei der Pflege der Patienten kbnnen verschiedene
Faktoren wie Komorbiditaten, die die Wundheilung negativ beeinflussen, schlechte chi-
rurgische Technik oder biomechanischer Instabilitat zu Defektsituationen fuhren, die dau-
erhaft bestehen bleiben (Phieffer und Goulet, 2006). Solche Defekte verringern die Le-
bensqualitat der betroffenen Patienten gravierend. Daneben sind sie mit erheblichen
volkswirtschaftliche Kosten verbunden und stellen eine andauernde chirurgische und wis-
senschaftliche Herausforderung dar (DeCoster et al., 2004). Eine Literaturibersicht aus
dem Jahr 2007 fand eine Rate von 0 - 7 % von Nicht-Vereinigungen nach einer Fraktur
des Femurschafts, die operativ behandelt wurde, und von 0 - 13 % wenn Femurschaft-
frakturen nicht-operativ behandelt wurden (Froelke und Patka, 2007). Nicht-Vereini-
gungsraten von Femurschaftfrakturen, die mit einem intermedullaren Nagel behandelt
wurden, lagen zwischen 0 und 33 %. Die Inzidenz solcher Frakturen steigt mit zuneh-

mendem Alter an (Requena et al., 2014).

Das Durchschnittalter der Bevolkerung steigt und damit wachst die Inzidenz von Fraktu-
ren in den Industrienationen stetig (WHO, 2014). Damit steigt auch die Pravalenz von
Frakturen mit Nicht-Vereinigung. Besonders gefahrdet sind Knochendefekte in Regionen
mit geringer Weichteildeckung (WHO, 2014). Weitere Risikofaktoren flr chronische Kno-

chendefekte sind neben dem Alter der Patienten, Rauchen, geringer 02-Partialdruck im



Blut und Diabetes mellitus (Mannaioni, Di Bello und Masini, 1997; Lawrence, 1998;
Hernigou et al., 2006; Veillette und McKee, 2007).

In der Vergangenheit wurden solche chronischen Knochendefekte mit Amputation be-
handelt. Heutzutage existieren viele verschiedene Behandlungsmethoden (Giannoudis
und Pountos, 2005). Am haufigsten wird dabei die autologe Knochentransplantation ein-
gesetzt, die deswegen auch als Goldstandard der Behandlungsansatze von Knochende-
fekten bezeichnet wird (Le Blanc et al., 2003; Markopoulou et al., 2009). Durch zusatzli-
che Therapieformen, wie zum Beispiel die Verbesserung der Stabilitat oder Dynamisie-
rung der intermedullaren Nagel und der Einsatz von Wachstumsfaktoren, kann zusatzlich
die Biomechanik des betroffenen Bereiches verbessert werden (Markopoulou et al.,
2009). Die Behandlung von Pseudarthrosen kann hiermit nach Angaben verschiedener
Publikationen Heilungsraten zwischen 87 und 100 % erzielen (Bellabarba, Ricci und
Bolhofner, 2001; Finkemeier und Chapman, 2002; Babhulkar, Pande und Babhulkar,
2005; Plachokova et al., 2007).

Zusatzliche Behandlungsmaglichkeiten, die beim Therapieversagen dieser Methoden
eingesetzt werden kdnnen sind die extrakorporale StoRwellentherapie (ESWL), der Ein-
satz von osteokonduktiven und osteoinduktiven Knochenersatzmaterialien und Ultra-
schalltherapie (Lynch et al., 1989; Jiang, Dziak und Lynch, 1999; Johnsson et al., 1999;
Mehrara et al., 1999; Giannoudis, Dinopoulos und Tsiridis, 2005; Calori et al., 2008;
Sammartino et al., 2009; Jungbluth et al., 2010). Trotz aller Bemuhungen ist die Heilungs-
rate hierbei nicht 100 %, d. h. bei einem Teil der Patienten entwickelt sich eine therapie-

refraktare Pseudarthrose.

Ein entscheidender Nachteil der autologen Knochentransplantation ist die Morbiditat an
der Entnahmestelle. Zusatzlich steht autologe Spongiosa nur begrenzt zur Verflgung
(Arrington et al., 1996). Um diese Limitationen zu vermeiden, werden naturliche oder syn-
thetische Knochensubstitute verwendet, die in den letzten Jahren mit dem Ziel entwickelt
wurden, den Einsatz von autologen Knochen zu verringern und letztendlich ganz zu er-
setzen (Pierce et al., 1992; Cornell, 1999). Wegen ihrer chemischen und kristallinen Ahn-

lichkeit mit naturlichen Knochen eignen sich hier Kalziumsphosphatgranulate (CPG)



besonders als osteokonduktive Knochenersatzmaterialien. Der Zusatz von osteoindukti-
ven Wachstumsfaktoren kann hierbei die Knochenneubildung zusatzlich verbessern und
die Resorption des Knochensubstituts in der Defektzone beschleunigen (Lind, 1998;
Kerwin et al., 2000; Wang et al., 2005).

1.2 Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen (MSZ), auch als mesenchymale Stromazellen bezeichnet,
wurden in den 1960er Jahren von Friedenstein und Mitarbeitern erstmals beschrieben
(Friedenstein et al., 1968; Friedenstein, Chailakhjan und Lalykina, 1970). Es handelt sich
bei diesen Zellen um die pluripotenten Vorlauferzellen unter anderem von Knochen-,
Knorpel- und Fettzellen (Caplan, 1991). Diese Zellen kommen im Knochenmark vor und
konnen sich auch in andere Zelltypen, wie z. B. Muskelzellen, verschiedene epitheliale
Zelltypen, sowie Neuronen differenzieren, wobei unklar ist, ob dies unter physiologischen
Bedingungen eine Rolle spielt (Pittenger et al., 1999; Jiang et al., 2002). Sie kdnnen auch
aus Nabelschnurblut isoliert werden (Erices, Conget und Minguell, 2000; Wang et al.,
2004). MSZ sind nicht zu verwechseln mit hamatopoetischen Stammzellen, die ebenfalls

im Knochenmark vorkommen.

Die Tatsache, dass MSZ mittlerweile in einer Reihe anderer adulter Gewebetypen, wie
Synoviamembran, Zahnpulpa, peripheres Blut, und Fettgewebe gefunden wurden
(Gronthos et al., 2000; Zvaifler et al., 2000; De Bari et al., 2001; Zuk et al., 2002), spricht
daflr, dass diese Zellen in allen mesenchymalen Geweben residieren und dort fur die
Heilung von Verletzungen bendtigt werden. Es ist allerdings moglich, dass diese MSZ,
die aus den verschiedenen Gewebetypen isoliert wurden, trotz aller Ahnlichkeiten tat-
sachlich unterschiedliche Zellen sind, was die Charakterisierung dieser Zellen und Ein-
ordnung der Ergebnisse verschiedener Publikationen, die mit unterschiedlichen Isolaten
und Versuchsbedingungen arbeiten, erschwert (Sarukhan, Zanotti und Viola, 2015).

FUr die hier vorliegende Arbeit sollen deswegen nur Ergebnisse von Versuchen mit MSZ

aus dem Knochenmark diskutiert werden. Diese prototypischen MSZ haben die Fahigkeit



an Plastik zu adharieren, sich in vitro in Adipozyten, Chondrozyten oder Osteoblasten zu
differenzieren und exprimieren die Oberflachenmarker CD73, CD90 und CD105
(Dominici et al., 2006; Sarukhan, Zanotti und Viola, 2015). Welche Faktoren bei der Ent-
scheidung eine Rolle spielen, in welche dieser drei mdglichen Richtungen sich MSZ aus-

differenzieren, soll im nachsten Abschnitt erklart werden.

In der Praxis werden MSZ inzwischen haufig zur Verbesserung der Knochenheilung so-
wohl bei Frakturen, chronischen Knochendefekten also auch bei der Augmentierung der
knoéchernen Einsatzstelle von Dentalimplantaten in der Kieferchirurgie eingesetzt (Kraus
und Kirker-Head, 2006; Wu et al., 2007; Khosla, Westendorf und Modder, 2010; Jones
und Yang, 2011; Wang et al., 2013, 2014; Crane und Cao, 2014; Rosset, Deschaseaux
und Layrolle, 2014; Sponer et al., 2014). MSZ sind immunprivilegiert und scheinen keine
AbstoRungsreaktion hervorzurufen, wenn allogene MSZ zur Knochenheilung mit einem
geeigneten Substrat in die Defektstelle implantiert werden (Kraus und Kirker-Head,
2006). MSZ werden haufig in Kombination mit Knochenmatrixmaterialien wie entminera-
lisierte Knochenchips oder verschiedenen Calciumphosphatmaterialien verwendet und
kénnen dann auch zur Behandlung gréflierer Knochendefekte verwendet werden (Jones
und Yang, 2011; Wang et al., 2013, 2014; Rosset, Deschaseaux und Layrolle, 2014),
konnen aber auch subkutan injiziert oder ohne Knochenmatrix direkt in den Knochende-
fekt eingebracht werden (Rosset, Deschaseaux und Layrolle, 2014). Da Knochenmark
aus dem Beckenkamm nur in begrenzter Menge zur Verflgung steht, wurden Behand-
lungsprotokolle entwickelt, bei denen MSZ aus dem Knochenmark vor der Verwendung
in einem Knochenmatriximplantat in vitro expandiert wurden. Sie lassen sich dabei bis zu
mehreren Wochen in vitro kultivieren. Andere Protokolle verwenden natives autologes
Knochenmark oder wie in der hier vorliegenden Studie Knochenmarkkonzentrat als
Quelle von MSZ (Rosset, Deschaseaux und Layrolle, 2014). Da Angiogenese ein limitie-
render Faktor bei der Knochenheilung ist, wurden Versuche unternommen, in denen das
Transplantatkonstrukt bestehend aus Hydroxylapatitmatrix und MSZ vor der Implantie-
rung in den Knochendefekt flr einige Wochen in einen Muskel im Patienten implantiert
wurde. Ein Teil des Muskels zusammen mit dem entstandenen Gefalistiel wurde dann
ebenso wie das Knochenersatzmaterial erfolgreich in den Knochendefekt implantiert

(Warnke et al., 2006). In vielen klinischen Studien mit Patienten mit chronischen

4



Knochendefekten haben sich MSZ als Uberlegen gegenuber einer Knochenmatrix ohne
Stammzellen gezeigt (Kraus und Kirker-Head, 2006; Jones und Yang, 2011; Rosset,

Deschaseaux und Layrolle, 2014; Wang et al., 2014)

1.3 Knochendifferenzierung in der Embryonalentwicklung

Die Entwicklung von Knochen in der Embryogenese und Heilung von Knochenverletzun-
gen im erwachsenen Wirbeltier weisen viele Ahnlichkeiten auf, weswegen die Knochen-
entwicklung im Embryo als Modell der Frakturheilung angesehen werden kann

(Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009).

Bei der Knochenentwicklung und Differenzierung von pluripotenten MSZ in ausgereifte
Osteoblasten spielen verschiedene Signalwege eine entscheidende Rolle, die unterei-
nander kommunizieren und sich komplementieren. Die wichtigsten Signalwege und ihre
Rolle bei der Osteoblastendifferenzierung werden im Folgenden kurz vorgestellt. Dazu
gehoren die Signalwege der Mitglieder der Hedgehog-Familie, des Parathormon-ver-
wandten Proteins (PTHrP- parathyroid hormone-related protein), der Wingless-related in-
tegration site (Wnt), der bone morphogenetic proteins (BMP) und der Mitogen-aktivierten

Protein(MAP)-Kinasen (Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009).

Der Indian Hedgehog (Ihh)-Signalweg

Die meisten Knochen im Wirbeltierskelett werden Gber eine enchondrale Knochenbildung
genannten Prozess gebildet. Dabei formt sich erst ein Knorpelskellett, das anschliessend
in Knochen umgebildet wird, wobei die Knorpelmatrix als Gerust fur den neugebildeten
Knochen dient (Hall und Miyake, 2000).

Einer der wichtigsten Regulatoren den enchondralen Knorpelkondensation ist Indian
Hedghog (lhh), ein Signalmolekil der Hedghog-Familie. Ihh-Signale aktivieren unter
anderem die Chondrozytenproliferation und die Synthese des Parathormon-verwandten
Proteins (PTHrP) und des Trankriptionsfaktors Runx2. PTHrP und Runx2 sind zwei
wichtige Faktoren, die die Differenzierung von Osteoblasten einleiten und regulieren

(Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009). Der in Abbildung 1 dargestellte Ihh-

5



Signalweg beginnt mit dem Binden von Ihh an das Membranprotein Patched (Ptch). In
Abwesenheit von |hh, wirkt Ptch inhibierend auf das Sieben-Transmembrandomanen-
protein Smothened (Smo). Durch die Bindung von Ihh an Ptch wird Smo aktiviert, was
Uber eine langere Signalkette die aktivierenden Gli-Transkriptionsfaktoren (GliA) aktiviert
und den Gli-Repressor (GIiR) inhibiert. An der Inhibierung der Signallbertragung in
Abwesenheit von |hh beteiligt ist unter anderem die Glycogensyntethase Kinase 38,
(GSK3p), die auch ein wichtiges Signalibertragungs-element im Wnt/B-catenin-
Signalweg ist. Damit spielt GSK3p eine wichtigen Rolle in diesen beiden fir die

Knochendifferenzierung entscheidenden Signalwegen (Lum und Beachy, 2004).

Das von Ihh-induzierte PTHrP wiederum aktiviert die Adenylatzyklase. Dies fuhrt zur
Produktion von cAMP, was stromabwarts die Synthese der Proteinkinasen (PK) A und C
induziert. PKA und PKC sind wichtige Signaltransduktoren in einer Reihe von zellularen
Prozessen, die mit vielen Singalketten Uberlappen (Deschaseaux, Sensébé und
Heymann, 2009). Sowohl Ihh- als auch PTHrP-Signale sind notwendig, um MSZ in Rich-

tung Osteoblasten zu differenzieren.
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Abbildung 1: Ihh-Signalweg: Ihh bindet an Ptch, wodurch seine inhibierende Wirkung auf Smo
aufgehoben wird (Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009)



Bone Morphogenic Proteins (BMP)

BMP sind autokrin oder parakrin ausgeschuttete Wachstumsfaktoren der TGFb-Familie
(Grimaud, Heymann und Rédini, 2002). Es gibt zwei verschieden BMP-Rezeptortypen,
die durch BMP-Bindung aktivierten Typ | Rezeptoren, die wegen ihre Kinasenaktivitat
auch Activin Receptor-like Kinase (ALK) 1-7 genannt werden und die konstitutiv aktiven
Typ-lI-Rezeptoren (Abbildung 2). Durch BMP-Bindung an den Typ |-Rezeptor kann dieser
die aktivierenden Smad-Proteine 1, 5 und 8 phosphorylieren, weswegen die inhibieren-
den Proteine Smad 6 und 7 nicht mehr an diese binden kdnnen (Deschaseaux, Sensébé
und Heymann, 2009). Smad 1, 5 oder 8 kann mit Smad 4 einen als Transkriptionsfaktor
fungierenden Komplex bilden, der die Transkription der entsprechenden BMP-
downstream Targetproteine aktiviert. Eines der so induzierten Proteine ist Runx2, ein

Masterregulator der Osteoblastendifferenzierung.
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Abbildung 2: Smad-abhangiger BMP-Signalweg: Autocrin oder paracrin produzierte BMP binden
an den BMP-Rezeptor und aktivieren Smad-Transkriptionsfaktoren. Noggin wirkt als Inhibitor
(Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009)



In der Embryogenese sind BMP notwendig, um die Kondensation der MSZ in Knorpelan-
lagen zu erlauben und die Differenzierung von Chondrozyten zu ermoglichen
(Bandyopadhyay et al., 2006). Der Ubergang zu hypertrophen Chondrozyten scheint
keine BMP-Signale zu bendtigen, jedoch formt sich in BMP2 oder BMP4 KO-Mausen
keine Spongiosa, Rohrenknochen oder kortikaler Knochen (Deschaseaux, Sensébé und
Heymann, 2009). Ahnliche Ergebnisse zur Rolle von BMP bei der Differenzierung von
MSZ in ausgereifte Osteoblasten wurden auch in muriner und humaner Zellkultur gewon-
nen (Maeda et al., 2004).

BMP-Signaltransduktion kann auch Smad-unabhangig uber die Aktivierung der in in-
flammatorischen Prozessen wichtigen MAP-Kinasen (MAPK) geschehen (Vifals et al.,
2002). Dieser Signalweg ist eine wichtige Schnittstelle zwischen den verschiedenen Sig-
nalwegen der Knochenentwicklung und Frakturheilung und wird weiter unten genauer

beschrieben.

Whnt/B-catenin

Der kanonische Wnt/B-catenin Signalweg (Abbildung 3) ist einer der wichtigsten Signal-
wege bei der Differenzierung von Osteoblasten (Wang, Zhang und Bikle, 2017). Wnt/p-
catenin Signale inhibieren die Differenzierung von multipotenten mesenchymalen Vorlau-
ferzellen in Adipozyten und fixieren sie stattdessen auf die Differenzierung in Osteoblas-
ten (Ross et al., 2000; Gaur et al., 2005). Besonders die Wnt-Proteine Wnt 1, 3a, 4, 5,
10b und 13 sind fur die Konchenentwicklung unerlasslich (Liu, Kohlmeier und Wang,
2008). Die Bindung von Wnt an seinen Rezeptor |0st eine Signalkaskade aus, die zur
Freisetzung von B-catenin aus einem Komplex mit APC, Axin und GSK3p fuhrt, die sich
an den Wnt-Rezeptor Frizzeld (Fzd) anlagern (Abbildung 3). Das freie B-catenin wird in
den Nukleus transloziert, wo es mit cAMP-response element binding protein (CBP)/p300
einen als Transkriptionsfaktor wirkenden Komplex bildet. In Abwesenheit von Wnt-Signa-
len, fuhrt die Binding von APC, Axin und GSK3p an B-catenin zu dessen Ubiquitinierung

und damit zu seinem Abbau (Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009).
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Abbildung 3: wnt/g-catenin-Signalweg. Bindung von Wnt and seinen Rezeptor Fzd befreit p-
catenin von seinen Inhibitoren APC, Axin und GSK, wodurch es in den Nukleus transloziert und
die Transkription der Wnt-Targetgene auslést (Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009)

Low density lipoprotein-related protein 5 (Lrp5) ist ein Co-Rezeptor fur Fzd und sowohl
Lrp5 als auch Wnt10b KO-Mause haben Knochendefekte (Bennett et al., 2005). Dickkopf
(DKK) 1 ist ein negativer Wnt-Regulator, KO-Mause, die nur ein funktionelles DKK 1- Allel
besitzen (DKK”*), haben eine hohere Knochendichte als Wildtypmause (Morvan et al.,
2006). Lithiumchlorid (LiCl), das ursprunglich bei Depressionen eingesetzt wurde, inhi-
biert die GSK3p, was ebenfalls zur Inhibition der Wnt-Signalubertragung fuhrt. Orale
Gabe von LiCl erhoht sowohl in Mausen als auch beim Menschen die Knochendichte und
stimuliert die Differenzierung von MSZ in Osteoblasten in vivo und in vitro (Bennett et al.,
2005; Clément-Lacroix et al., 2005).



Der Wnt/B-catenin-Signalweg stimuliert jedoch nicht nur die Osteoblastendifferenzierung,
sondern inhibiert auch die Differenzierung von Fettzellen und Chondrozyten, die sich
ebenfalls aus pluripotenten MSZ entwickeln konnen (Rodda und McMahon, 2006). Der
BMP-Signalweg uberlappt mit dem Wnt/B-catenin Signalweg an mehreren Stellen. Zum
einen kann BMP2 Wnt3a und aktiviertes B-catenin hochregulieren, zum anderen reguliert
Whnt3a die Expression von inhibitor of DNA binding (Id)-1, einem fur die Transkription von
BMPs wichtigen Transkriptionsfaktor (Nakashima, Katagiri und Tamura, 2005). Weitere
Uberlappungen zwischen diesen beiden fiir die Knochenentwicklung und -heilung wichti-
gen Signalwegen konnten ebenfalls experimentell nachgewiesen werden (Rawadi et al.,
2003; Nakashima, Katagiri und Tamura, 2005).

Der MAPK-Signalweg

Die Programmierung von frihen MSZ in Richtung einer Differenzierung in Osteoblasten
anstatt Fettzellen oder Chondrozyten zeigt sich durch die Expression des Transkriptions-
faktors Runx2 (Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009). In diesen frihen Differen-
zierungsstadien wird die Runx2-Expression nacheinander von Ihh, PTHrP und verschie-
den BMP stimuliert. Die Expression von Runx2 ist notwendig, jedoch nicht ausreichend
fur dessen Funktion, da Runx2 nur phosphoryliert aktiv ist. Diese Phosphorylierung wird
von MAPK durchgefuhrt (Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009). MAPK wiederum
werden durch verschiedene extrazellulare Faktoren wie z. B. Bindung der Zellen an In-
tegrine in der extrazellularen Matrix oder Wachstumsfaktoren wie TGFb, EGF oder FGF
aktiviert (Xiao et al., 2000).

Diese Funktion unterstreicht die Wichtigkeit der initialen MPAK- aktivierenden Entzin-
dungsreaktion in der Knochenheilung, in der die proinflammatorischen Faktoren Tumor-
nekrosefaktor (TNF)- o, Interleukin (IL)-1 und IL-6 eine entscheidende Rolle spielen.
Diese Faktoren kénnen frih in der Heilungsphase einer Fraktur nachgewiesen werden
(Herman, Kronke und Schett, 2008).

Das proinflammatorische Protein Nuclear Factor -kB (NF-«kB) ist wesentlich bei der Akti-

vierung von MAPK durch TNFa, IL-1 und IL-6 beteiligt, da seine experimentelle
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Inhibierung im Kallus einer heilenden Fraktur MAPK-Aktivierung unterbindet und damit
die korrekte Knochenheilung stort (Zhou et al., 2006). MAPK aktivieren zusatzlich DIx5
durch Phosphorylierung, das selbst dann den flr die Osteoblastendifferenzierung wich-
tigen Transkriptionsfaktor Osterix aktiviert (Ulsamer et al., 2008).

Diese Osterix-Aktivierung ist unabhangig von Runx2, was ebenfalls Osterix aktivieren
kann, und stellt damit einen komplementierenden Signalweg dar, der auch bei Expression
von dominant-negativem Runx2 noch funktioniert (Deschaseaux, Sensébé und
Heymann, 2009). MAPK-Signale kdnnen sich jedoch unter bestimmten experimentellen
Bedingungen und wohl auch in bestimmten Krankheitsbildern mit dbermafiger Entzin-
dungsreaktion durch Inhibierung des BMP-Signalwegen Uber die Inhibierung von Smad-
Proteinen auch negativ auf die Osteoblastendifferenzierung auswirken (Fuentealba et al.,
2007).

BMPs

<>
g e, W N
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Abbildung 4: MAPK-Signalweg. MAPK kann sowohl inhibierend (GSKB3 und Smad-Proteine) als
auch aktivierend (Runx2 und DIx5) wirken und nimmt damit Einfluss sowohl auf den BMP als auch
den Wnt-Signalweg (Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009)
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Abbildung 5 zeigt einen zusammenfassenden Uberblick der Differenzierungswege der
MSZ in Richtung Osteoblasten Uber ein Zwischenstadium, den Osteoblastenchond-
roblastenprogenitor, aus dem sich noch Osteoblasten oder Chondroblasten entwickeln
kénnen. Ihh-, PTHrP-, BMP- und Wnt-Signale sind alle notwendig, um die Differenzierung
in Richtung Osteoblasten zu garantieren.
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Abbildung 5: Differenzierungswege der MSZ. Die Expression von Runx2 ist ein frither Schritt in
Richtung Osteoblasten/Chrondroblatsen und den Weg von der Differenzierung in Richtung Fett-
zellen. Der Einfluss von Ihh-, PTHrP-, BMP- und Wnt-Signalen festigt die Differenzierung der Oste-
oblastenchondroblastenprogenitorzellen in Richtung Osteoblasten (Deschaseaux, Sensébé und
Heymann, 2009).
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TGF-p

TGF-B, BMPs und PDGF gehdren zur selben Proteinfamilie und benutzen strukturell ahn-
liche Signalwege, da TGF-f3 und PDGF jedoch wichtige Wachstumsfaktoren sind, die im
PRP in hoher Konzentration vorkommen, soll ihnen hier jeweils ein eigener Abschnitt

gewidmet werden.

TGF-B ist ein wichtiger Wachstumsfaktor, der Zelldifferenzierung, Proliferation und in be-
stimmten Fallen Apoptose sowohl wahrend der Embryonalentwicklung als auch im adul-
ten Organismus induzieren kann (Whitman, 1998). Wie bei den BMPs beginnt die Signal-
transduktion mit der Bindung von TGF-3 an zwei Typ |I-TGF-3 Rezeptormolekule. Der
Type-ll Rezeptor rekrutiert anschlieRend zwei Typ-I-Rezeptormolekile. In diesem hete-
rotetrameren Rezeptorkomplex phosphoryliert der Typ-ll-Rezeptor durch seine Se-

rin/Threonin-Kinase-Aktivitat die beiden Ketten des Typ-l Rezeptors (Wrana et al., 1992).

Auf der intrazellularen Seite sind rezeptorgebundene Smad-Proteine (R-Smad) uber ein
Ankerprotein (SARA - Smad anchor for receptor activation) an den Typ |-Rezeptor ge-
bunden. TGF-p transduziert sein Signal uber Smad2 und Smad3; BMP verwenden dage-
gen Smad1, Smad5 und Smad9. Die Phosphorylierung des Typ | - Rezeptors seinerseits
fuhrt zur Phosphorylierung der R-Smad, wodurch sie sich von SARA und der Typ | Re-
zeptor I6sen (Abbildung 6). Im Zytosol binden die R-Smad an ein manchmal Co-Smad
genanntes Smad-Protein (Smad4). Dieser Komplex transloziert in den Nukleus und bin-
det an TGF-B Targetgene, wodurch deren Transkription aktiviert wird (Whitman, 1998;
Padgett, 1999; Moustakas, 2002).
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Abbildung 6: Signaltransduktion in der TGF-p-Ligandenfamilie. TGF- (Ligand) bindet an den Typ-
Il Rezeptor, der den Typ-l Rezeptor rekrutiert und phosphoryliert. Dies fiihrt zur Phosphorylierung
von R-Smads, die zusammen mit Smad4 (Co-Smad) in den Nukleus translozieren und an ihre Tar-
getgene binden (Padgett, 1999).

Platelet-derived Growth Factor (PDGF)

Der PDFG ist eigentlich eine Familie mit vier verschiedenen Mitgliedern (PDFG-A bis
PDGF-D), die Homodimere bilden und in ihrer monomeren Form inaktiv sind. PDFG-A
und -B kdnnen einen funktionalen Heterodimer bilden, sodass insgesamt 5 verschiedene
funktionale PDGF-Isoformen existieren (Hannink und Donoghue, 1989; Heldin, 1992).
Der PDGF spielt eine wichtige Rolle in der Angiogenese und somit bei der Homdostase
und Heilungsprozessen verschiedenster Art (Hannink und Donoghue, 1989; Heldin,
1992; Chen et al., 2013; Su et al., 2013).
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Es existieren zwei verschiedene PDGF-Rezeptoren, PDGFRA und PDGFRB (Matsui

et

al., 1989). Diese Rezeptoren dimerisieren, wenn ein PDGF-Dimer an sie bindet und akti-

viert sie damit. Da PDGFRA und PDGFRB sowohl untereinander heterodimerisieren, als

auch homodimerisieren kénnen, existieren insgesamt drei aktive Rezeptoriso-formen
(Hannink und Donoghue, 1989; Heldin, 1992). Die durch die PDGF-Bindung induzierte
Dimerisierung des Rezeptors aktiviert dessen Kinasefunktion, was zur Phosphorylierung

von stromabwarts gelegene Signaltranducern wie Src und der Phosphatidylinositol-

3-

Kinase (PI3K) fuhrt (Abbildung 7). Diese aktivieren dann entsprechende PDGF-Tar-

getgene, die Zellproliferation und andere PDGF-Funktionen vermitteln.

some PDGF mmw.
. Receptor -

NADPH
Oxidase

Cell proliferation

Abbildung 7: Signaltransduktion von PDGF. PDGF hat seinen eigenen Rezeptor, kann aber auch
mit niedriger Affinitat mit dem EGFR und einigen GPCR interagieren. Die Signaltransduktion er-
folgt liber PI3K und Src (Sino Biological Inc., 2017).

15



Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Die in Saugetieren vier Mitglieder enthaltende VEGF-Familie (VEGFA-VEGFD) hat struk-
turelle Ahnlichkeit mit PEGF und verwendet ahnliche Signalwege (Tischer et al., 1991).
Placental Growth Factor (PGF) wird oft als funftes Mitglied der VEGF-Familie gezahit
(Maglione et al., 1993). Es existiert eine Anzahl verschiedener Splicevarianten von
VEGFA, die hauptsachlich VEGFAs Affinitat fur Heparansulfatproteoglykan- und Neuro-
pilin-Korezeptoren und damit indirekt die Affinitat zum VEGFR beeinflussen (Houck et al.,
1991; Tischer et al., 1991; Cébe Suarez et al., 2006). VEGF-ahnliche Proteine konnten
in Viren und Schlangengift nachgewiesen werden. Die Hauptfunktion von VEGFA ist An-
giogenese. Weitere Funktionen sind Vasodilatation und Chemotaxis von Granulozyten
und Makrophagen (Karkkainen und Petrova, 2000; Claesson-Welsh, 2008; Shibuya,
2011). Es wird unter hypoxischen Bedingungen produziert und ist damit sehr wichtig flr
Heilungsprozesse. VEGFC und VEGFD stimulieren hauptsachlich die Lymphangioge-
nese (Karkkainen und Petrova, 2000; Ali et al., 2014)

Es existieren drei verschiedene VEGF-Rezeptoren (VEGFR): VEGFR-1, der auch unter
dem Namen Flt-1 (Fms-like tyrosine kinase-1) bekannt ist, VEGFR-2 (KDR/Flk-1) und
VEGFR-3 (Flt-4). Der Hautrezeptor fur VEGFA ist der VEGFR-2, wobei VEGFA-Bindung
an VEGFR-1 modulierend oder inhibierend wirkt, da VEGFR-1 die Fahigkeit hat VGEFA
zu binden, ohne eine entsprechende Signalkaskade auszuldésen und damit zu sequest-
rieren (Shibuya, 2011). VEGFB kann nur an VEGFR-2, nicht aber an VEGFR-1 binden.
VEGFR-3 interagiert nur mit VEGFC und VEGFD, die ihrerseits nicht an VEGFR-1 oder
-2 binden konnen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: VEGF und VEGF-Rezeptorinteraktionen (Shibuya, 2011).

Ahnlich wie PDGF sind die VEGFR Tyrosin-Kinasen, die durch Bindung eines VEGF-
Dimers dimerisieren und sich dadurch transphosphorylieren. Jetzt ist die Kinaseaktivitat
der VEGFR vollstandige und kann stromabwarts liegende Targetproteine phosphorylie-
ren und damit ebenfalls aktivieren. Dies fuhrt letztendlich zur Transkriptionsaktivierung
der VEGF-Targetgene, die fur die Angiogenese und Lymphangiogenesefunktion der
VEGF-Proteine wichtig sind (Shibuya, 2011).
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1.4 Regulation des Knochenauf- und -abbaus bei Knochendefekten
und Frakturen

Knochen haben die einzigartige Fahigkeit zur narbenlosen Regeneration (Ellinghaus et
al., 2011). Bei der Heilung von Frakturen wird zwischen einer primaren Knochenheilung,
die ohne den Umweg der Bildung eines Kallus ablauft, und der sekundaren Heilung un-

terschieden.

Man konnte die Terminologie (primar, sekundar) diskutieren. Wahrend in der Medizin
diese Begriffe gewahlt wurden, weil bei der sekundaren Knochenheilung die Bildung des
neuen Knochengewebes Uber den Umweg der Kallusbildung erfolgt, so ist sie historisch
gesehen eher die ursprungliche Form der Knochenheilung, da die primare Knochenhei-
lung eine Fixation der Knochenfragmente voraussetzt, die unter nattrlichen Bedingungen

— also ohne den Eingriff von Chirurgen — kaum vorkommen wird.

So kann man auch von einer direkten (= primaren) und einer indirekten (= sekundaren)

Frakturheilung sprechen. (Scharf et al., 2011).

1.4.1 Primare Knochenheilung

Die primare Knochenheilung ist selten und nur mdglich, wenn die Frakturenden optimal
osteosynthetisch mit einem Abstand von weniger als 1 mm zueinander adaptiert sind und
die intrafragmentaren Scherkrafte auf ein Minimum reduziert sind. (Einhorn, 1998) (Lull-
mann-Rauch 2006).

Wichtig ist, dass der Knochen absolut ruhiggestellt wird, um die die Uberbriickung des

Frakturspalts durch einsprie3ende Blutgefalle nicht zu storen.

Unter diesen Umstanden kommt es ohne den Umweg uber eine Kallusbildung direkt zur
Bildung von Lamellenknochen. Dieser ist zu Anfang noch parallel zum Frakturspalt ange-
ordnet, senkrecht zu den Ubrigen Lamellen. Im Rahmen des Remodelling werden diese
Lamellen schliefdlich von neuen, orthograden Osteonen durchzogen und schrittweise er-
setzt. (L4llmann-Rauch, 2006)
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Bei der primaren Knochenheilung ist der Knochen im Anschluss sehr belastbar, doch

bleibt festzuhalten, dass der Heilungsverlauf sehr viel langsamer verlauft und auch der

Fortschritt der Heilung auch radiologisch nicht immer sicher zu beurteilen ist. So kann

man von einer Remodelingphase von 1 — 1,5 Jahren ausgehen (Scharf et al., 2011)

1.4.2 Sekundare Knochenheilung

Die vier Phasen, in die man allgemein die sekundare Knochenheilung einteilt:

¢ Inflammatorische Phase

¢ Phase der weichen Kallusbildung

e Phase der harten Kallusbildung

e Remodelingphase

(Brighton, 1984, Crues an Dumont, 1975, Einhorn, 1998, Probst and Spiegel, 1997, Ro-
eger, 2012), werden von Runyan und Gabrick in ihrer adaptierten Tabelle von Ai-Aqgl et

al. (2017) zusammengefasst:

TABLE 1. Molecular Pathway Activation During Endochondral Bone Fracture Healing (Adapted From *%)

Stage of Fracture Repair

Biologic Process

Signaling Molecule Activation and Proposed Functions

Inflammation

Cartilage formation

Primary bone formation

Secondary bone Formation

Hematoma

Inflammation and recruitment of
progenitor cells

Collagen deposition

Chondrogenesis and endochondral
ossification

Vascular in-growth

Chondrocyte apoptosis and cartilage
resorption

Changes in collagen expression

Mesenchymal cell differentiation to
osteoblasts

Osteoblast recruitment and maturation
Neo-angiogenesis
Bone remodeling

IL-1, IL-6, and TNF-« release by circulating granulocytes and lymphocytes recruits
inflammatory cells, enhances extracellular matrix synthesis, and stimulates
z:mgiogernesls.f’3

TGF-B, PDGF, and BMP-2 expression promote extracellular matrix formation and
initial callus formation.®*%* MMP-9 regulates the distribution of inflammatory
cells.*®

Collagen type-II and type-III accumulate shortly after inflammation, produced by
chondrocytes in the cartilaginous callus, and periosteal osteoblasts.

TGF-B2 and TGF-B3 stimulate chondrogenesis, correspondm% with Collagen type-I1
synthesis.®” BMP-2 promotes chondrocyte differentiation.”® PTH also promotes
cartilaginous and bony callus formation,*® whereas Opg prevents
chondroclastogenesis by inhibiting RANKL.”

MMP-9 promotes vascular invasion of hypertrophic cartilage, by promoting VEGF
bioavailability.”' VEGF directly stimulates angiogenesis, and is maximally
expressed when resorption is initiated >

TNF-« stimulates mineralized chrondocyte apoptosis and cartilage resorption, and
helps recruit osteoprogenitor cells.”>”> RANKL activity increases while Opg
decreases, stimulating chondroclastogenesis.”

Collagen type-1I and type-III are removed as cartilage callus resorbs. Collagen type-I
accumulates as bony trabeculae develop. Collagen type-X expression by
hypertrophic chondrocytes provides a template for bone formation.

Stimulated by BMP-2, -6, and -9.7*

Stimulated by BMP-3, -4, -7, and -8.577*
VEGF and PDGF expression continue to promote angiogenesis.

TNF-a, IL-1 and RANKL activity promote bone remodeling by osteoclast remodeling
of woven bone for lamellar bone formation.

BMP, bone morphogenetic proteins; FGF, fibroblast growth factor; HIF, hypoxia-inducible factor; IGF, insulin-derived growth factor; IL, interleukin; MMP, matrix
metalloproteinases; VEGF, vascular endothelial growth factor.
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Bei diesem Prozess zur Herstellung der kndchernen Integritat Uber den Umweg eines
narbigen Binde- und Knorpelgewebes, welches durch Geflechtsknochen ersetzt und letz-
ten Endes im Rahmen des Remodelling wieder zu einer Wiederherstellung der kndcher-
nen Lamellenarchitektur fuhrt. (Einhorn 1998, Lillmann-Rauch 2006, Ai-Aqgl 2008).

Hier werden im Folgenden wie haufig in der Literatur die vier Phasen kurz skizziert, in der
0. g. Tabelle sind in der letzten Spalte die wichtigsten Signalwege aufgefuhrt.

Inflammatorische Phase

Bei einer Fraktur bricht nicht nur das Knochengewebe, sondern naturlich werden auch
die Weichteilanteile und die Blutgefal’e, die den Knochen versorgen, geschadigt. Im ge-
schadigten Gewebe kommt es zu einer Unterversorgung und bedingt dadurch zu einer
EntzGndungsreaktion. Die in erster Linie von den Thrombozyten ausgeschutteten Fakto-
ren sowie auch die Plattchenaggregation mindern die weitere Einblutung. Das entstan-

dene Hamatom ist auch gleichzeitig Beginn und Grundlage des Heilungsprozesses.

Leukozyten und die fur den Neuaufbau erforderlichen Zellen, wie Fibroblasten, Osteo-
blasten und Endothelzellen, werden an den Ort der Schadigung geflhrt. So findet man
auch hier die funf klassischen Entzindungszeichen (rubor, calor, tumor, dolor, functio

laesa) (Cohen and Diegelmann, 2002, Bettinger et al., 1994, Roeger, 2012).

In dieser ersten Phase werden mittels Chemotaxis inflammatorische und Progenitorzel-
len, also Vorlaufer fir Knochen und Blutgefalle herbeigerufen, um den Heilungsprozess
einzuleiten (Wang, Zhang und Bikle, 2017). Diese ersten Ankdbmmlinge, deren Herkunft
sowohl lokal (angrenzende Muskeln, Fettgewebe, Knochenmark), als auch systemisch
sein kann (hamatopoetische Zellen, die Uber den Blutstrom in die Verletzung einwan-
dern), sind hauptsachlich inflammatorische Zellen, die zusatzlich Osteoklasten aktivieren
(Wang, Zhang und Bikle, 2017). Das Periost enthalt dagegen Osteoblastenchondroblas-

tenprogenitoren, die neuen Knochen aufbauen konnen (Colnot, 2009).
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Phase der weichen Kallusbildung

Man darf sich diese Phasen nicht als einen Prozess von hintereinander geschalteten Ar-
beitsschritten vorstellen, sondern die Phasen laufen ineinander, es ist ein fliekender Pro-
zess. So kommt es im bestehenden Hamatom zu einem EinsprieRen neuer Blutgefalie,
schon nach wenigen Tagen lasst sich im Hamatom ein Netz von Fibrin und Kollagenfibril-
len nachweisen, welches rasch durch Granulationsgewebe mit Fibroblasten, neu gebil-

deten Kollagen und zahlreichen Kapillaren ersetzt wird. (Scharf et al., 2011)

Es entsteht ein weicher Kallus als erste Verbindung zwischen den auseinandergebroche-
nen Knochenteilen. In diesem Granulationsgewebe werden nun einerseits die abgesplit-
terten, nicht mehr bendtigten Knochenfragmente durch Osteoklasten abgebaut, gleich-

zeitig beginnt die Neubildung des Knochengewebes durch die Osteoblasten.

Transforming growth factor beta (TGF-B) und die Bone Morphogenetic Proteins (BMP)
gehoren zur selben Proteinfamilie der TGF-p-Superfamilie von Wachstumsfaktoren. So-
wohl BMP als auch TGF-3 wirken osteoinduktiv (Ross et al., 2000; Gaur et al., 2005). Sie
kooperieren mit wnt/B-catenin und BMP in der Osteoblastendifferenzierung, indem sie
Uber mehrere Zwischenschritte wnt/p-catenin-Signale und MAPK aktivieren (Zhou, 2011).
Andere Mitglieder der TGF-B-Superfamilie wie platelet-derived growth factor (PDGF),
epithelial growth factor (EGF) vascular endothelial growth factor (VEGF) konnen ahnliche
Signale fur den wnt/pB-catenin-Signalweg in der Osteoblastendifferenzierung liefern
(Wang et al., 2011; Caverzasio, Biver und Thouverey, 2013; Biver et al., 2014; Duan et
al., 2015; Liu et al., 2016). Zudem wirken diese Wachstumsfaktoren chemotaktisch auf
osteogene Zellen und induzieren und komplementieren sich teilweise. VEGF und PDFG
induzieren zusatzlich Angiogenese, die ebenfalls bei der Heilung von Knochendefekten
wichtig ist, wahrend TGF- die Mitose von Fibroblasten und Praosteoblasten induziert
(McCauley et al., 1995).

Wahrend der Heilungsphase kdénnen Wnt/B-catenin Signale in einer Fraktur verstarkt

nachgewiesen werden (Wang, Zhang und Bikle, 2017).
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Nach etwa drei bis vier Wochen sind die voneinander getrennten Knochenteile durch Bin-

degewebe und Knorpel weich miteinander verbunden (Scharf et al., 2011)
Phase der harten Kallusbildung

In dieser Phase des Heilungsprozesses kommt es zur Bildung von Geflechtsknochen, die
Bildung dieses Gewebes folgt der Ausbreitung der Kapillaren, wahrend Lamellenknochen
seine Struktur durch die Beanspruchung erhalt, daher ist das erste knocherne Verbin-
dungsgewebe der durch die Fraktur getrennten Knochenteile einerseits zwar fest, aber
nicht so belastbar wie das urspringliche Gewebe. Scharf (2011) spricht hier von einem
Fixationskallus und einem unreifen Faserknochen. Kommt es in dieser Phase zu Instabi-
litat aufgrund einer nicht ausreichenden Fixation des betroffenen Knochens, so verzogert
sich diese Phase, da das Knorpelgewebe Stérungen durch Bewegungen besser verkraf-

ten kann als Knochengewebe. Die Knochenbildung erfolgt von proximal nach distal.
Remodelling-Phase

Klinisch spricht man nach etwa sechs Wochen von einer Heilung der Fraktur, da der Kno-
chen nun wieder die ursprungliche Festigkeit erhalten hat und wieder normal belastbar

ist.

Doch der vollstandige Umbau der betroffenen Region in einen der Ublichen Belastung
angepassten Lamellenknochen dauert wesentlich langer, dies kbnnen auch mehrere
Jahre sein. In einem standigen Prozess des Knochenabbaus durch Osteoklasten an den
Stellen, die keiner oder nur einer geringen Belastung ausgesetzt sind, und des gezielten
Aufbaus von Knochengewebe durch Osteoblasten an den Stellen starker Belastung, wird
die Bruchstelle optimiert und die Grolie des Kallus nimmt ab.

Die erhdhte Stoffwechselaktivitat im betroffenen Gewebe lasst sich szintigraphisch nach-
weisen. Nach Scharf (2011) kann man erst nach Abschluss dieser Phase von einer bio-

logischen Heilung sprechen.
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1.4.3 Ubertragbarkeit des Tiermodells auf den Menschen

Der hier skizzierte Heilungsprozess ist der des Menschen, er ist mit den meistgenutzten
Tiermodellen vergleichbar, doch gibt es gravierende Unterschiede in den zeitlichen Ab-

ldufen und auch beim Knochengewebe.

Es ist aber andererseits offenbar, dass man allein im Tiermodell vergleichbare Ergeb-
nisse aufgrund einer standardisierten Vorgehensweise erreichen kann, nur hier kann man

die erforderlichen histologischen Untersuchungen vornehmen.

Doch es ist daher folgerichtig, dass man im Tiermodell gewonnene Erkenntnisse nicht
einfach auf die Humanmedizin Ubertragen kann, sondern sie sind als Hinweise zur Ver-

besserung der Therapie zu verstehen.

1.5 Plattchenreiches Plasma (PRP)

PRP enthalt im Vergleich zum autologen Plasma erhdhte Konzentrationen an PDGF,
TGF-B, VEGF und EGF (Marx, 2001). Es wird durch Anreicherung von Thrombozyten
aus dem autologen Plasma gewonnen. Die Thrombozytenkonzentration im Plasma liegt
durchschnittlich um 200.000 pro Mikroliter und reicht zwischen 150.000 pro Mikroliter und
350.000 pro Mikroliter. PRP-Praparationen, die bei der Wund- und Knochenheilung zum
Einsatz kommen, enthalten oft um die 1 Million Plattchen pro Mikroliter und sind damit
gegenuber dem autologen Plasma etwa um das Funffache konzentriert (Marx, 2001). Es
existieren aber auch Protokolle, die eine Erhdhung der Plattchen- und Wachstumsfaktor-
konzentrationen um das bis zu 17-fache gegenlber den entsprechenden Konzentratio-

nen im Vollblut ermoglichen (Dugrillon et al., 2002).

In der Literatur finden sich einige Berichte, die zeigen, dass PRP die Knochenheilung
signifikant verbessern kann. So untersuchten Dallari und Mitarbeiter Patienten, bei denen
ein Tibiadefekt im Rahmen einer Genu varum-Behandlung angelegt wurde (Dallari et al.,
2007). In dieser Studie wurden insgesamt 33 Patienten behandelt. EIf fungierten als Kon-
trollgruppe, deren Tibiadefekt mit autologen lyophyllisierten Knochenchips gefullt wurde.
Zusatzlich zu den Knochenchips wurde in einer Behandlungsgruppe mit elf Patienten

PRP-Gel verwendet und in der anderen Behandlungsgruppe mit ebenfalls elf Patienten
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PRP-Gel und BMC-Gel. Bereits nach sechs Wochen Heilungsdauer zeigte sich in beiden
Behandlungsgruppen gegenuber der Kontrolle radiologisch eine signifikant verbesserte
Knochenheilung. Auch nach einem Jahr bestand noch ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den beiden Behandlungsgruppen und den Kontrollen in Bezug auf Osseointegra-
tion (Dallari et al., 2007).

Eine Studie mit Minischweinen zeigte ahnliche Ergebnisse. Hier erhielten die Tiere mit
einem experimentellen Tibiadefekt ein autologes spongidses Knochentransplantat. In der
Behandlungsgruppe wurde dieses Knochentransplantat mit 4,9-fach konzentriertem PRP
kombiniert. Nach sechs Wochen zeigte sich auch hier eine signifikant verbesserte Kno-
chenheilung in der PRP-Gruppe (Hakimi et al., 2010).

1.6 Calciumphosphatgranulat (CPG) und andere Knochenersatzmate-
rialien
MSZ kénnen die Heilung von Knochendefekten fordern, wenn sie allein subkutane oder
direkt in den Knochendefekt injiziert werden (Kraus und Kirker-Head, 2006; Khosla,
Westendorf und Modder, 2010; Rosset, Deschaseaux und Layrolle, 2014). Bei gro3eren
Knochendefekten werden jedoch haufig anorganische Knochenersatzmaterialien als Ge-
ristmaterial in den Knochendefekt implantiert, um zum einen den Defekt zu flllen und
zum anderen ein Substrat zu bieten, an das sich MSZ und andere am Heilungsprozess
beteiligte Zellen anlagern kdnnen und so schneller naturlichen neuen Knochen zu bilden,

der ein Kompositmaterial aus anorganischen Hydroxapatit und lebendem Gewebe ist.

In der Kieferchirurgie wird haufig entmineralisierter und/oder entproteinisierter Rinderkno-
chen sowohl im experimentellen Setting im Tiermodell als auch in Patienten als Knochen-
ersatz eingesetzt (Sadeghi et al., 2016; Artzi und Nemcovsky, 1998; Jiang, Dziak und
Lynch, 1999; Froum et al., 2006; Galindo-Moreno et al., 2010; Mardas, Chadha und
Donos, 2010; Mardas et al., 2011; Caneva et al., 2012; Park, 2012; Schmitt et al., 2013;
Pang et al., 2014; Mahesh et al., 2015; Taschieri et al., 2016). Je nach Behandlungspro-
tokoll kann der Rinderknochen dabei mit einer Kollagenmembran, mit Wachstumsfakto-

ren oder im Falle einer Infektion in der Implantateinsatzstelle auch mit Antibiotika
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kombiniert werden (Jiang, Dziak und Lynch, 1999; Park, 2012; Pang et al., 2014). Es
wurde auch die Verwendung von entmineralisiertem, entproteinisiertem Rinderknochen
in Kombination mit PRP zur Sinusbodenaugmentation in der Kieferchirurgie beschrieben
(Taschieri et al., 2016). Verschiedene klinische Studien vergleichen die Ergebnisse einer
chirurgischen Alveolarkammpreservierung unter Verwendung von Rinderkochen im Ver-
gleich zu anderen Knochenersatzmaterialien (Mardas, Chadha und Donos, 2010; Mardas
etal., 2011; Mahesh et al., 2015; Scheyer et al., 2016). Mardas und Mitarbeiter verglichen
Rinderknochen mit Strauman Bone Ceramic®, ein keramischer Werkstoff, der auf Hydro-
xyapatit basiert und speziell fur die Kieferchirurgie entwickelt wurde, in 27 Patienten, die
randomisiert auf die Behandlungsgruppen verteilt wurden. Sie fanden acht Monate nach
der Operation keinen Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen (Mardas,
Chadha und Donos, 2010; Mardas et al., 2011). Scheyer und Mitarbeiter verglichen einen
entmineralisierten allogenen Knochen kombiniert mit einer rekonstituierten Kollagen-
membran mit einem Rinderknochenxenotransplantat zusammen mit einer nativen Kol-
lagenmembran bei insgesamt 40 Patienten, die eine Zahnextraktion durchgemacht hat-
ten und bei denen ein Dentalimplantat gesetzt wurde. Der Alvelorkammerhalt war in der
Rinderknochengruppe signifikant besser als in der Gruppe, die das allogene Knochen-
transplantat erhalten hatte (Scheyer et al., 2016). Dagegen zeigte ein Vergleich zwischen
einem alloplastischen Knochenkitt (Calcium Phosphosilikat Kitt) mit entmineralisiertem
Rinderknochen in einer Alveolarkammpreservationsstudie nach vier bis sechs Monaten
bessere Assimilation des Knochenkittmaterials sowie starkere Knochenneubildung
(Mahesh et al., 2015).

Calciumphosphatgranulat (CPG) wird in der Knochentransplantation schon seit den
1970er Jahren verwendet, wobei erste Versuche zeigten, dass CPG gleichwertig mit au-
tologer Spongiosa in Bezug auf Vertraglichkeit und Assimilationsfahigkeit waren. Sowohl
autologe Spongiosa als auch CPG waren in Bezug auf diese Parameter allogener Spon-
giosa Uberlegen (Koster et al., 1979). Ein direkter Vergleich von CPG mit Rinderknochen
zur Sinusbodenaugmentierung erbrachte nach einem Jahr ahnliche Werte fur die Kno-
chenneubildung, jedoch war in der CPG-Gruppe die Kollagen-Typ | Menge deutlich hoher
(Taschieri et al., 2016). Ein direkter Vergleich von CPG mit einem autologem Knochen-

transplantat zur Behandlung eines experimentellen Knochendefekt in der Tibia von
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Minischweinen zeigte, dass das autologe Knochentransplantat schnellere und starkere
Knochenneubildung induziert (Jungbluth et al., 2010). Die Fahigkeit von CPG, Knochen-
neubildung zu induzieren, kann durch die Kombination von CPG mit PRP verbessert wer-
den (Vogel et al., 2006). Entsprechend wird CPG heutzutage mit einer Vielfalt von die
Knochenbildung induzierenden Behandlungen vorbehandelt, wie die Besiedlung mit ver-
schiedenen Stammzellen (z. B. BMC, Nabelschnurblutzellen, humane embryonale
Stammzellen etc.) oder Kokultivierung mit Osteoblasten und/oder Endothelzellen, um

eine Pravaskularisierung zu gewahrleisten,

Ob sich die Knochenneubildung mit solchen Kombinationsbehandlungen so sehr steigern
lasst, dass eine Kombination von BMC, PRP und CPG ahnliche Ergebnisse liefert, wie

ein autologes Knochentransplantat, war eines der Ziele der hier vorliegenden Arbeit.

1.7 Fragestellung und Hypothesen

Das Ziel dieser Studie war die folgende Frage zu klaren: Welchen Einfluss auf die Kno-
chenheilung hat der Zusatz von PRP zu einem alloplastischem Knochentransplantat? Die

folgenden Hypothesen sollten im Rahmen dieser Studie Uberpruft werden:

1. Im Vergleich zu einem alleinigen alloplastischen Knochentransplantat verbessert
die Kombination von PRP und Knochentransplantat die Knochenneubildung signi-
fikant.

2. Die Vaskularisierung der Defektstelle wird durch PRP ebenfalls verbessert.

Die Nullhypothesen ergeben sich damit folgendermalen:

1. In Bezug auf die Knochenneubildung besteht zwischen der Behandlungs- und der
Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied.
2. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Vaskularisierung zwischen der

Behandlungs- und der Kontrollgruppe.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

In dieser Studie wurden 24 New Zealand White Kaninchen (2,1 + 0,4 kg; Alter 9-16 Mo-
nate) verwendet. Die Kaninchen wurden randomisiert auf zwei Studiengruppen verteilt,
die Kontrollgruppe und die Plattchen-Reiches Plasma (PRP)-Gruppe, die zum Zeitpunkt
der Operation PRP erhielt. Eine historische autologe Knochentransplantatgruppe mit ei-
ner StichprobengroRe von 12 wurde als zusatzliche Kontrolle verwendet (Schneppendahl
et al., 2015).

Sechs Tiere in jeder Gruppe des Versuchs wurden jeweils drei und sechs Wochen nach
der Operation getotet. Alle Tierversuche wurden zuvor von der lokalen Tierversuchskom-
mission genehmigt (Az.: 87-51.04.2010.A179). Eine a priori Poweranalyse mit einer Sig-
nifikanzschwelle von p=0,05 ergab eine Power von 80 %, um statistisch signifikante Er-

gebnisse zu erhalten.

2.2 Operationstechnik

Die in dieser Studie verwendete Operationstechnik wurde zuvor von Grassmann und Mit-
arbeitern beschrieben und spater veroffentlicht (Grassmann et al., 2015). Dabei wurde
ein einseitiger kritischer Knochendefekt mit einem Durchmesser von 15 mm in der Nahe
der Diaphyse des rechten distalen Radius erzeugt. Alle chirurgischen Eingriffe wurden

unter Vollnarkose durchgefiihrt. Die Narkose erfolgte durch Isofluran-Inhalation.

Die Tiere wurde perioperativ mit Enrofloxacin zur antibiotischen Prophylaxe und Car-
profen zur Schmerzkontrolle behandelt. Knochenmarkaspirat (BMA) wurde durch perku-
tane Interpunktion mit Jamshidi-Vakuum-Aspiration aus dem Beckenkamm gewonnen.
Die mononuklearen Zellen wurden durch Zentrifugation unter Verwendung eines han-
delsltblichen Knochenmarkskonzentrationssystems (MarrowStim-Minikonzentrationssys-
tem, Biomet Biologics, Inc., Warschau, Indiana, USA) in ein Knochenmarkkonzentrat
(BMC) konzentriert.
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Die Knochendefekte wurde folgendermalen erzeugt. Bei der Diaphyse des rechten Ra-
dius wurde ein radio-palmarer Zugang durchgefuhrt. Nach der subkutanen Praparierung
wurde ein 15x5x4 mm grolder monokortikaler Defekt am Radius im diaphysaren Bereich
mit einem Bohrer angelegt. Das Periost wurde proximal und distal vom Defekt mit einer
Raspel auf einer Lange von jeweils 5 mm entfernt. Nach Spllung wurde der Defekt je
nach Gruppenzuteilung mit 300 mm?3 eines Kompositmaterials gefiillt, das aus porésem
Calciumphosphatgranulat (CPG) und BMC mit oder autologem PRP bestand. Die Wunde
wurde in Schichten geschlossen und die Tiere konnten sich uneingeschrankt bewegen.
In der Positivkontrolle wurde als ,Goldstandard” ein autologes Spongiosa-transplantat

verwendet

2.3 Knochenmarkkonzentrat (BMC)

Autologes Knochenmarkaspirat (BMA) wurde aus dem Beckenkamm der narkotisierten
Kaninchen gewonnen. 6 ml Citrat-Antikoagulans (ACD-A, Antikoagulans Citrat-Dextrose-
Lésung) wurden nach Angaben des Herstellers zu zweimal 12 ml Knochenmarkaspirat
gegeben. Diese Mischung wurde dann bei 600 g fur 15 min zentrifugiert. Das resultie-
rende Pellet bestand aus BMC und hatte ein Volumen von 3,5 ml £ 0,5 ml. Fur die In-
vitro-Analyse wurden 0,5 ml des BMC verwendet. Der Anteil an mononuklearen Zellen im
BMA und BMC wurde jeweils mit einem automatischen Zellenzahler, der mit Veteri-
narsoftware (ADVIAs 120, Bayer Diagnostics GmbH, Leverkusen, Deutschland) ausge-
stattet war, analysiert. Durch die Berechnung des Quotienten der mononuklearen Zellen
im BMA geteilt durch den Anteil der mononuklearen Zellen im BMC wurde der Konzent-

rationsfaktor ermittelt (Herten et al., 2013).

Das zur Fullung von Defekten verwendete CPG wurde vor der Implantation in den Defekt
mit 1,2 ml BMC befeuchtet.
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2.4 Plattchenreiches Plasma (PRP)

Je nach Gruppenzuteilung wurde bei zwdlf Tieren vor der Implantation das CPG/BMC mit
autologem PRP angereichert. Dazu wurde bei allen Tieren aus der PRP-Gruppe (PRPG)
27 ml Blut aus einer Ohrvene entnommen und in einen Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)-Vacutainer gegeben. PRP wurde mit dem "GPS® |l Platelet Separation System"
(Biomet Biologics, Warschau, IN USA) nach Angaben des Herstellers gewonnen. Native
Blutproben und das so gewonnene PRP jedes Tieres der PRP-Gruppe wurden unter Ver-
wendung des oben erwahnten automatischen Zahlers analysiert und der Konzentrations-
faktor wurde als Quotient des Plattchenanteils im nativen Blut geteilt durch den Plattchen-
anteil im PRP berechnet. Serum-, Plasma- und PRP-Konzentrationen von PDGF, VEGF
und TGFB1 wurden in allen Tieren mittels ELISA (Enzyme linked immuno sorbent assay-
Quantikine® ELISA-Kits, R & D Systems, MN, USA) quantifiziert.

2.5 Digitale Volumentomographie (DVT)

Die radiologische Analyse erfolgte mit einem DVT-Scanner mit Flachbildschirm (PaX-
Duo3D, Vatech, Korea). Dieses Verfahren wurde in der beschriebenen Anwendung be-
reits von Grassmann und Mitarbeitern in der Literatur beschrieben (Grassmann et al.,
2015). Dazu wurde jeweils mit Hilfe einer DICOM-Viewer-Software (Osirix Imaging Soft-
ware, 64 Bit erweiterte Version, Pixmeo, Genf, Schweiz) das Volumen der Knochenneu-
bildung im Defektbereich sowie das Volumen des verbleibenden Knochendefekts gemes-
sen. Diese volumetrischen Messungen wurden von zwei verschiedenen, erfahrenen Un-
tersuchern durchgeflhrt. Zusatzlich skizzierten sie die gesamte Defektzone manuell. Ein
Schwellenwert von 2350 Hounsfield Units (HU) wurde definiert, um Knochenneubildung
von anderem Gewebe (Narbenbildung etc.) abzugrenzen. Dieser Schwellenwert basierte
auf den mittleren Dichtewerten von kortikalen und trabekularen Knochen (Kropil et al.,
2012). Das Volumen des Defekts, einschlieBlich der GesamtgrofRe des Defekts, der Kon-

solidierungsbereiche und des nicht-mineralisierten Gebieten, wurde dreimal gemessen.
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2.6 Histologische Aufbereitung

Jeweils die Halfte der Tiere der beiden Gruppen wurden nach drei und sechs Wochen
euthanasiert und ihr Gewebe zur histologischen Analyse aufbereitet. Dazu wurden nach
sorgfaltiger Sezierung die Weichgewebeproben in 10 % neutral gepufferter Formalinlo-
sung fur vierzehn Tage fixiert, in einer aufsteigenden Alkoholreihe einschlie3lich 100 %
Xylol entwassert. Die Knochenproben wurden fur nicht-entkalkte Schnitte danach durch
Infiltration und Einbettung in Methylmethacrylat (Technovit 9100 NEU, Heraeus Kulzer,
Wehrheim, Deutschland) prapariert. Die Polymerisierung wurde fur 20 h bei -4° C durch-
gefuhrt, um Schaden durch Polymerisationswarme zu vermeiden. Diese Proben wurden
in axialer Richtung mit einer Diamantdrahtsdge (Exakt® Apparatebau, Norderstedt,
Deutschland) geschnitten. Serielle Schnitte wurden von dem zentralen und kortikalen De-
fektgebiet hergestellt Diese wurden auf Plastikobjekttrager aufgeklebt und vor der Far-
bung mit Toluidinblau auf eine Dicke von 60 um abgeschliffen (Donath, 1985; Schwarz et
al., 2007; Grassmann et al., 2015).

2.7 Histomorphometrische Analyse

Die Objekttrager mit den histologischen Proben wurden unter Verwendung eines binoku-
laren Lichtmikroskops (Olympus SZ 61, Olympus) mit einer Farb-CCD-Kamera (Farb
View lll, Olympus, Hamburg, Deutschland) analysiert. Zwei geblindete Prufer fihrten die
histomorphometrischen und mikroskopischen Analysen aller so gewonnenen digitalen
Bilder durch. Die Knochenneubildung wurde absolut (um?) und in Prozent bezogen auf
das Defektvolumen gemessen. Fir jeden Knochendefekt wurden drei Abschnitte aus

dem kortikalen und zentralen Defektbereich analysiert (Grassmann et al., 2015).

2.8 Immunhistochemie

Die histologischen Praparate wurden wie zuvor beschrieben hergestellt (Vermeulen et
al., 2002). Dabei wurden sie mit einem murinen CD34-Antikorper (Biogenex, clone

QBEND/10) in einer 1:5-Verdlinnung in Phosphatpuffer mit 1 % bovinem Serumalbumin
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uber Nacht bei Raumtemperatur markiert. Die Detektion erfolgte mit einem Ziege-anti-
Mouse-Biotin-Konjugat (Dako E0433), in einer 1:400-Verdunnung fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur und anschlieliender Inkubation mit einem Streptavidin-Peroxidase-
Komplex (Dako K0377) in Gegenwart des Chromogens DAB (Liquid DAB Concentrated
Substrate Pack, Biogenex HK-153-5K). Die Detektion des CD34-Antikorpers im Gewebe
zeigt MikrogefalRe an (Vermeulen et al., 2002).

In den Proben wurden vaskulare Hotspots (Bereiche mit der hdchsten Dichte von Mikro-
gefallen) bei geringer VergroRerung identifiziert und unter hoher Vergrofierung analy-
siert. Dies geschah fur jeweils drei Bereiche innerhalb dieser Hot-Spots. Dabei wurden
die Mikrogefal’e unter 400-facher VergroRerung unter Verwendung eines quadratischen
Gitters gezahlt. Die Felder dieses Gitters hatten jeweils eine Flache von 0,0625 mm?. Die
Mikrogefaldichtezahl (MGD) wurde als die mittlere Anzahl von Mikrogefalen in allen drei
ausgezahlten Bereiche Feldern pro mm? definiert (Lorincz et al., 2005; Grassmann et al.,
2015)

2.9 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit SPSS 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchge-
fuhrt. FUr jede Gruppe wurden mittlere Werte und Standardabweichungen berechnet. Die
radiologischen und histomorphometrischen Auswertungen wurden einer Zwei-Wege-A-
NOVA unterworfen. Unterschiede zwischen den unabhangigen Variablen wurden mit ei-
nem Post-hoc-Test getestet [Tuckey's studentized range (HSD) Tests fur Variablen]. Sig-
nifikanz wurde als p-Wert <0,05 definiert.
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3 Ergebnisse

Alle Tiere vertrugen die Behandlung ohne negative Nebenwirkungen und es gab keine
ungeplanten Vorkommnisse. Somit standen jeweils 6 Tiere zu den Zeitpunkten drei und
sechs Wochen sowohl in der Kontroll- als auch in den Behandlungsgruppen zur Analyse

zur Verfugung.

3.1 Plattchen- und Wachstumsfaktorkonzentration im PRP

Vor der Operation wurde in der PRP-Gruppe Blut zur PRP-Gewinnung abgenommen. Die
Plattchenkonzentration in diesem nativen Blut war durchschnittlich 240.000/mm?3
(175.000-347.000/mm3, Standardabweichung (SD) 51.000/mm3). In den PRP-Proben
wurde eine durchschnittliche Anreichung von 5,2-fach erreicht (Tabelle 1 und Abbildung
9). Damit war die durchschnittliche Plattchenkonzentration in den PRP-Proben 1249,4 x
103/mm?3 (SD 340 x 103/mm?3, Minimum (mini) 837 x 103/mm3, Maximum (max) 1854 x
103/mm?3. Diese Erhohung der Plattchenkonzentration im PRP gegeniiber nativem Blut

war statistisch signifikant (p<0,01).

Um zu klaren, ob sich eine erhohte Plattchenkonzentration im PRP auch auf die Konzent-
ration verschiedener Wachstumsfaktoren auswirkt, wurden PDGF-BB, TGF-31 und VEGF
im nativen Blut und im PRP bestimmt (Tabelle 1). Die durchschnittliche PDGF-3 im na-
tiven Blut war wie in Abbildung 11 dargestellt 684,9 pg/ml + 824,6 pg/ml (mini: 42 pg/ml;
max: 2829 pg/ml). Im PRP waren diese Werte 5696,2 pg/ml £ 6317,2 pg/ml (mini: 283
pg/ml; max: 9583 pg/ml). Diese entspricht einer Erhéhung der Konzentration von ca. 8,3-
fach. Der P-Wert von p<0,01 zeigte, dass dieser Unterschied signifikant war.

Die absolute Konzentration von TGF-B1 war sowohl im nativen Blut als auch im PRP
deutlich hoher, wahrend die von VEGF in beiden Medien deutlich niedriger lag (Abbildung

12). Im nativen Blut wurde eine durchschnittliche TGF-B1-Konzentration von 2703,9
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pg/ml £ 1142,8 pg/ml (min: 953 pg/ml; max: 5329 pg/ml) gemessen (Abbildung 10). Die
TGF-B1-Konzentration im PRP war 42389.7 + 23055.9 (mini: 13745pg/ml; max:
96432 pg/ml). Damit ergab sich eine Erhdhung der TGF-B1-Konzentration im PRP ge-
genuber dem nativen Blut um 15,7-fach. Auch hier ergab sich im t-Test eine Signifikanz
mit einem p-Wert von p<0,01. Somit war auch dieser Unterschied zwischen Kontrolle und
PRP-Gruppe statistisch signifikant. Bei VEGF wurden in der Kontrollgruppe eine Durch-
schnittkonzentration von 12,1 pg/ml £ 4,3 pg/ml mit einem Bereich von 9 pg/ml bis 22
pg/ml gemessen. In der PRP-Gruppe wurde eine durchschnittliche VEGF-Konzentration
von 37,8 pg/ml £ 12,6 pg/ml (mini: 19 pg/ml; max: 61 pg/ml) festgestellt, was einer 3.1-
fachen Anreicherung gegenuber dem nativen Blut entsprach. Auch hier war der Unter-

schied mit einem P-Wert von p<0,001 signifikant.

Tabelle 1: Vergleich von Plattchenkonzentration und Konzentrationen verschiedener
Wachstumsfaktoren in nativem Blut und PRP

PRP Natives Blut P-Wert (T-test)
Plattchenkonzentra-  1249,4 + 340, mini: | 240 £ 51; mini: 175; | p<0,01
tion [103/mm?3] 837; max: 1854 max: 347
PDGF- BB [pg/ml] 5696,2 + 6317,2;  684,9 £ 824,6; mini: | p<0,01
mini:  283; max: | 42; max: 2829
9583
TGF-B1 [pg/ml] 42389.7 £ 23055.9; | 2703,9 + 1142,8; p<0,01
mini: 13745; max: | mini:  953; max:
96432 5329
VEGF [pg/ml] 37,8 £ 12,6; mini: | 12,1 £ 4,3; mini: 9;  p<0,01
19; max: 61 max: 22
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Abbildung 9: Thrombozytenkonzentration im Vollblut und im PRP.
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Abbildung 10: TGF-B1-Konzentration im Plasma und im PRP.
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Abbildung 11: PDGF-fB-Konzentration im Plasma und im PRP.
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Abbildung 12: VEGF-Konzentration im Plasma und im PRP.
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3.2 Digitale Volumentomographie (DVT)

Mittels DVT wurde analysiert, inwieweit sich der Knochen an der Defektstelle der ver-
schiedenen Gruppen regeneriert hatte. Die Messung wurde an jeweils sechs Tieren in
jeder Gruppe jeweils drei und sechs Wochen nach der Operation durchgefuhrt. Nach drei
Wochen zeigten alle drei Untersuchungsgruppen (PRP-Gruppe, Spongiosa-Positivkon-
trolle und BMC-Gruppe) eine signifikante Knochenneubildung gegenuber dem Ausgangs-
wert (p<0,01). So betrug die durchschnittliche Knochenneubildung in der PRP-Gruppe
26,9 % = 7,7 % des ursprunglichen Defektvolumen. Dies war signifikant hoher als in der
BMC-Gruppe (18,7 %, p<0,01). Es war kein Unterschied zur Positivkontrolle mit 27,2 %
(p>0,05) nachzuweisen (Abbildung 13).

Die Knochenneubildung nach sechs Wochen war wiederum in allen drei Gruppen hoher
als zum drei Wochen-Zeitpunkt (p<0,01). Auch hier war die Heilungsrate in der PRP-
Gruppe derjenigen in der BMC-Gruppe Uberlegen (p<0,01). Der Unterschied zwischen
der PRP-Gruppe und der Positivkontrolle war nicht statistisch signifikant (p>0,01).
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Abbildung 13: Knochenregeneration nach drei und sechs Wochen in der Kontroll-, PRP-
und BMC-Gruppe gemessen mit DVT.
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3.3 Histomorphometrische Analyse

Die Ergebnisse der histomorphometrischen Analyse waren denen der DVT sehr ahnlich
(Abbildung 14 und Abbildung 15). Alle drei Gruppen zeigten nach drei Wochen signifi-
kante Knochenneubildung, die sich nach sechs Wochen noch verstarkt hatte. Die Spon-
giosa-Positivkontrollgruppe zeigte nach 3 Wochen eine Knochenneubildung von 17,45 %
+ 2,90 % im kortikalen Defektbereich und im Spongiosabereich von 14,14 % % 3,28 %.
Die PRP-Gruppe hatte nach drei Wochen 16,83 % + 8,98 % neuen kortikalen Knochen
und 12,87 % + 5,83 % neuen trabekularen Knochen produziert. Dieser Unterschied zwi-
schen der Positivkontrolle und der PRP-Gruppe war weder fir den kortikalen noch den
Spongiosabereich statistisch signifikant (p>0,05). Die BMC-Gruppe hatte dagegen nach
drei Wochen mit 7,95 % % 2,23 % Knochenneubildung im kortikalen Defektbereich und
5,23 % £ 1,76 % im Spongiosabereich nach drei Wochen signifikant weniger Knochen
neugebildet (p<0,01).

Nach sechs Wochen konnte mittels Histomorphometrie in der PRP-Gruppe im kortikalen
Defektbereich 42,95 % + 6,62 % und im Spongiosabereich 39,42 % + 7,37 % Knochen-
neubildung nachgewiesen werden. Die Positivkontrollgruppe zeigte nach sechs Wochen
eine Neubildung von 43,05 % £ 2,70 % kortikalem Knochen und 34,27 % + 6,92 % trabe-
kularen Knochen. Diese Unterschiede waren nicht signifikant (p>0,05). Die Knochenneu-
bildung in der BMC-Gruppe war auch nach sechs Wochen mit 29,22 % + 5,86 % im kor-
tikalen Defektbereich und 22,68 % + 4,41% im zentralen Defektbereich signifikant gerin-

ger als sowohl bei der PRP als auch bei der Positiv-Kontrollgruppe (p<0,01).
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Abbildung 14: Knochenregeneration im kortikalen Defektbereich nach drei und sechs
Wochen in der Kontroll-, PRP- und BMC-Gruppe gemessen mit Histomorphometrie.
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Abbildung 15: Knochenregeneration im Spongiosabereich nach drei und sechs Wochen
in der Kontroll-, PRP- und BMC-Gruppe gemessen mit Histomorphometrie.
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3.4 Immunohistochemische Analyse

Die MikrogefaRdichte in der BMC-Gruppe war nach drei Wochen 55,65 Mikrogefafte/mm?
mit einer Standardabweichung von 8,21 Mikrogefalidichte und nach sechs Wochen 69,07
+ 6,55 MikrogefaRe/mm?2. Damit war die Mikrogefaldichte in der BMC-Gruppe nach
sechs Wochen signifikant héher als nach drei Wochen (p<0,01). Auch in der PRP-Gruppe
wurden mittels Immunohistochemie nach sechs Wochen eine signifikant hdhere Mikro-
gefaldichte in der BMC-Gruppe festgestellt (p<0,01). Dort war die Mikrogefal3dichte nach
drei Wochen 60,48 + 18,57 MikrogefaRe/mm? und nach sechs Wochen 78,00 + 16,55
MikrogefaBe/mm?2. Der Unterschied in der MikrogefalRdichte zwischen BMC und PRP-
Gruppe war statistisch weder nach drei Wochen noch nach sechs Wochen signifikant
(p>0,05).
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Abbildung 16: MikrogefaRdichte in den immunohistochemischen Schnitten der PRP- und
BMC-Gruppen nach jeweils drei und sechs Wochen.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Studie war zu untersuchen, ob die Kombination von CPG mit BMC und
PRP die Heilung eines Knochendefekts im Vergleich zu einer CPG und BMC Kombination
verbessern kann. Zusatzlich wurden die Ergebnisse der PRP-Gruppe eine ,Goldstan-

dard-Positivkontrolle“ verglichen, die ein autologes Knochentransplantat erhielt.

Die Behandlung wurde von allen Tieren ohne ungeplante Ereignisse gut vertragen, was
zeigt, dass eine erhohte Konzentration von Wachstumsfaktoren im PRP in diesem Ver-

suchsaufbau keine schadlichen Nebenwirkungen verursacht.

Dabei sollte auch untersucht werde, ob die Kombination von CPG mit BMC und PRP dem
Spongiosatransplantat vergleichbare Ergebnisse liefern kann. Spongiosatransplantate
sind noch immer der Goldstandard fur die chirurgische Behandlung von chronischen Kno-
chendefekten(Le Blanc et al., 2003; Markopoulou et al., 2009), da sie eine gute Erfolgs-
rate fir diese schwierigen Eingriffe haben (Bellabarba, Ricci und Bolhofner, 2001;
Finkemeier und Chapman, 2002; Babhulkar, Pande und Babhulkar, 2005; Plachokova et
al., 2007).

Da autologe Knochentransplantationen einen zweiten Eingriff fur den Patienten bedeu-
ten, der mit Morbiditat an der Entnahmestelle einhergeht und eine zusatzliche Belastung
fur die oft alteren Patienten darstellt, und zusatzlich autologe Spongiosa nur begrenzt zur
Verfugung steht (Arrington et al., 1996), wird heutzutage intensiv nach Alternativen ge-

sucht. Diese Studie will hierzu einen Beitrag leisten.

Vor der eigentlichen Operation zur Behandlung des Knochendefekts im Kaninchenmodell
wurde autologes PRP prapariert. Die Plattchenpraparation erreichte dabei eine Anreiche-
rung von autologen Plattchen, die die Konzentration der Plattchen um 5,2-fach erhohte.
Wie in der Literatur berichtet liegt dieser Wert im Rahmen der Konzentration von 4,9- und
5-fach (Marx, 2001; Schneppendahl et al., 2015).

Da durch die Plattchenanreicherung die fur die Funktion des PRP wichtigen Wachstums-
faktoren zerstort werden konnen (Dugrillon et al., 2002), wurden die Konzentrationen der
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Wachstumsfaktoren PDGF-BB, TGF-f1 und VEGF jeweils im nativen Blut bestimmt und
mit den jeweiligen im PRP gemessenen Konzentrationen verglichen. Die durchschnittli-
chen Konzentrationen von PDGF-BB und TGF-B1 waren dabei mit jeweils 8,3- und 15,7-
facher Anreicherung gegenliber dem nativen Blut deutlich starker als funffach erhdht.
Verglichen mit der finffachen Anreicherung der Plattchenkonzentration, war eine eben-
falls ungefahr funffache Erhohung der Wachstumsfaktorkonzentration zu erwarten. Dass
die gemessen Konzentration von PDGF-BB und TGF-B1 unverkennbar Uber dieser Er-
wartung lagen, ist mdglicherweise darauf zurlckzuflihren, dass der Plattchenanrei-
chungsprozess die Speichergranula im Inneren der Plattchen nach aul3en freisetzt und
dadurch im Uberstand des PRP eine héhere Konzentration dieser Wachstumsfaktoren

erreicht wird (Lubkowska, Dolegowska und Banfi, 2012; Dugrillon et al., 2002).

Die durchschnittliche VEGF-Konzentration im PRP war im Gegensatz zu den Ergebnis-
sen mit PDGF-BB und TGF-B1 nur 3,1-fach hoher als im nativen Blut und damit niedriger
als die durch die funffache Konzentrierung der Plattchen im PRP zu erwartende Konzent-
ration. Hier zeigte sich also, dass ein Teil des im nativen Blut vorhandenen VEGF durch
den Anreichungsprozess verloren ging oder zerstort wurde (Dugrillon et al., 2002). VEGF
im Korper bindet an die extrazellulare Matrix (EZM) und wird von dort bei Bedarf, z.B.
unter hypoxischen Bedingungen freigesetzt (Belair et al., 2014). Dieser Mechanismus
sorgt fir eine Sequestrierung von im Blut nachweisbarem VEGF im intakten Organismus.
Da isoliertes natives Blut oder Plasma keine EZM enthalt, kann dieser Mechanismus nicht
fur die hier beobachtete relative Reduktion der VEGF-Konzentration im PRP verantwort-
lich sein. Es ist vielmehr moglich, dass ein Teil des VEGF im Plasma denaturierte und
daher nicht mehr messbar und wohl auch nicht biologisch aktiv war. Alternativ kann ein
Teil des VEGF an seinen Rezeptor auf den Plattchen gebunden und daher nicht mehr im
Uberstand nachweisbar sein. Fir diese Ansicht spricht, dass nachgewiesen werden
konnte, dass ein VEGFR auf Plattchen exprimiert wird (Katoh et al., 1995).

Knochenneubildung wurde in dieser Studie mittels CBTCT und Histomorphometrie ge-
messen. Die DVT ergibt dabei einen Uberblick (iber das gesamte Defektgebiet, wahrend
die Histomorphometrie einen detaillierten Ausschnitt aus dem Defekt bewertet. Beide Me-
thoden gemeinsam zu verwenden, ist wichtig, da DVT keine mikroskopischen
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Unterschiede in der Knochenneubildung, d. h. in der Qualitédt des neugebildeten Kno-
chens messen kann. Es ist so z. B. vorstellbar, dass bei gleichbleibendem mittels DVT
gemessenen Knochenzuwachs moglicherweise morphologische Unterschiede in der

Knochenneubildung mittels Histomorphometrie nachweisbar sind.

In der hier vorgestellten Studie waren jedoch die Ergebnisse der beiden Methoden na-
hezu identisch, was dafurspricht, dass die Qualitat der Knochenneubildung bei den ver-
schiedenen Gruppen vergleichbar war und sich nur beim Knochenzuwachs Unterschiede

zeigten.

Eine mittels DVT und Histomorphometrie nachweisbare Knochenneubildung an einem
Knochendefekt ist in gesunden Tieren in jedem Fall nach drei und sechs Wochen Be-
obachtungszeit zu erwarten (Kropil et al., 2012). Die Ergebnisse dieser Studie, die eine
signifikante Neubildung sowohl in der rontgenologischen als auch in der histologischen
Untersuchung nach drei und starker noch sechs Wochen in der Goldstandard-Positivkon-
trollgruppe zeigten, die ein autologes Spongiosatransplantat erhielt, bestatigten diese Er-
wartung und zeigten, dass der Versuchsaufbau nicht mit der normalen Knochenheilung
interferierte. Diese Gruppe legte damit die Erwartungswerte fir die Ergebnisse der ande-
ren Gruppen fest, sollten diese sich als ebenburtig herausstellen und damit andeuten,
dass sie eine tragfahige Alternative fur Spongiosatransplantate sein konnten.

Sowohl die PRP- als auch die BMC-Gruppe verwendeten anorganisches CPG als Matrix,
um den Knochendefekt aufzufillen. Der Vergleich der BMC-Gruppe mit der Positivkon-
trolle zeigte hierbei, dass die Kombination von CPG mit BMC einem autologen Spon-
giosatransplantat sowohl nach drei als auch nach sechs Heilungswochen unterlegen ist.
Diese Studie war nicht darauf ausgelegt zu testen, ob dieser Unterscheid auch nach einer
langeren Beobachtungsphase wie z. B. nach einem Jahr noch feststellbar ist. Es ist aller-
dings denkbar, dass CPG zwar eine langere Heilungsdauer bendtigt, im Endeffekt aber
ahnliche Ergebnisse wie autologe Spongiosa liefert. Die Tatsache, dass die BMC-Gruppe
statistisch signifikanten Knochenzuwachs zu beiden Zeitpunkten zeigte, spricht fur diese

Hypothese.
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Eine Literatursuche in Bezug auf Langzeitergebnisse von CPG im Vergleich zu auto-
logem Spongiosatransplantat zeigte, dass nur wenige Publikationen existieren, die CPG
direkt mit einem autologen Spongiosatransplantat zur Behandlung eines experimentellen
Knochendefekts verglichen und es gibt keine Publikation, die eine lange Beobachtungs-

zeit verwendet.

In einer Arbeit von Koster und Mitarbeitern bestand nach sechs Wochen kein Unterschied
im Zuwachs von Knochen- und Knochenmarkmaterial um ein CPG- oder um ein autolo-
ges Spongiosatransplantat, dass im fetthaltigen Knochenmark der Tibia implantiert wurde
(Koster et al., 1979). Der Unterschied zu der hier vorliegenden Studie bestand jedoch
darin, dass das Transplantat im Knochenmark und nicht in einem offenen Knochendefekt
implantiert wurde. Zusatzlich verwendete die hier vorliegende Studie CPG in Kombination
mit BMC, wahrend Kdster und Mitarbeiter CPG allein verwendeten. Mdglicherweise er-
klart dies die unterschiedlichen Ergebnisse im Vergleich zu der hier vorliegenden Studie.
Wie hier war jedoch das CPG-Material gleichwertig biokompatibel wie das autologe Spon-
giosatransplantat und verursachte keinerlei AbstoRungsreaktion, was im Gegensatz zu
einem allogenen Knochentransplantat stand, das in der Studie von Kdoster und Mitarbei-

tern ebenfalls getestete wurde (Koster et al., 1979).

Der Vergleich der BMC mit der PRP-Gruppe zeigte, dass der Zusatz von PRP zur Kom-
bination von BMC und CPG die Heilungsrate verbessert und diese Kombination dem
BMC/CPG in der Fahigkeit, Knochenneubildung in einem Knochendefekt zu stimulieren,
Uberlegen ist. Dieses Ergebnis ist wahrscheinlich auf die verschiedenen Wachstumsfak-
toren zurtckzufuhren, die in PRP enthalten sind.

Ein Vergleich mit der Literatur zeigt jedoch, dass die Fahigkeit von PRP, Knochenneubil-
dung zu stimulieren, sowohl von den Versuchsbedingungen als auch vom verwendeten
Substrat abhangt. So verglichen Kasten et al. die osteogene Aktivitat von MSZ und ent-
weder Calcium-defizienten Hydroxyapatitblocken (CDHA), die eine grolde spezifische
Oberflache besitzen (48 m?/g) mit MSZ und beta-Tricalciumphosphat mit einer kleineren
spezifischen Oberflache (<0,5 m?/g). Zusatzlich wurden diese Gruppen mit oder ohne

PRP verwendet. Die Proben wurden subkutan in severe combined immuno deficient
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(SCID) Mause implantiert und ektope Knochenbildung auf den Implantaten gemessen.
Es zeigte sich, dass CDHA die Knochenneubildung starker stimuliert als beta-Tricalci-
umphosphat. Zusatz von PRP hatte keinen Einfluss auf die Knochenneubildung, jedoch
zeigte einen starkere Aktivitat der spezifischen alkalischen Phosphatase in den
PRP/MSZ/CDHA Proben ein groReres ostegenes Potential in dieser Gruppe an (Kasten
et al., 20006).

CDHA war auch in einer Studie von Vogel und Mitarbeitern beta-Tricalciumphosphat-
Blocken als Matrix flr ektope Knochenneubildung in SCID-Mausen Uberlegen. In dieser
Studie, in der die Matrizes vor der Implantation in den Tieren in vitro mit PRP oder fotalem
Kalberserum (FCS) behandelt wurden, zeigte sich, dass PRP die Knochenneubildung
von MSZ und deren Proliferation starker fordert als ein Zellkulturmedium mit FCS (Vogel
et al., 2006). Bei dieser Studie wurde allerdings ein sehr artifizieller Versuchsaufbau ver-
wendet, der wenig gemeinsam hat mit den Bedingungen, unter denen Implantate bei Pa-
tienten mit chronischen Knochendefekten eingesetzt werden.

Ko und Mitarbeiter kombinierten PRP mit Calciumphosphatknochenzement um eine au-
tologes Spongiosaimplantat in der Tibia von Kaninchen zu fixieren (Ko et al., 2013). Sie
kultivierten zusatzlich MSZ mit Calciumphosphatknochenzement und verschiedenen
Konzentrationen von PRP in vitro. Es zeigte sich das 10 % und 15 % PRP zu signifikant
besserem Wachstum von Osteoprogenitorzellen fuhrt als CPC/MSZ ohne oder mit 5 %
PRP. In vivo konnte fur alle PRP-Gruppen starkere Knochenneubildung und Knochenre-
modellierung nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse bestatigen zwar die Ergebnisse
der hier vorliegenden Studie, dass MSZ in der Gegenwart von PRP mehr Knochenmate-
rial neu bilden als ohne PRP, jedoch lassen sich die Ergebnisse nicht ohne weiters ver-
gleichen, da in der Studie von Ko und Mitarbeitern ein autologes Knochentransplantat
verwendet wurde, das lediglich mit PRP angereichertem Knochenzement fixiert wurde.
Das autologe Knochentransplantat an sich enthalt schon MSZ und Wachstumsfaktoren,

weswegen es auch als Goldstandard gilt.

Die hier vorliegende Studie hatte dagegen zum Ziel zu testen, ob eine entsprechend be-
handelte CPG-Praparation mit MSZ in der Form von BMC und PRP einer CPG/BMC
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Praparation allein Uberlegen ist. Die Studie von Ko und Mitarbeitern zeigt zwar, das PRP
das Wachstum von Osteoprogenitorzellen in vitro und in vivo férdern kann, die Frage, ob
autologe Knochentransplantation durch eine weniger invasive Methode ersetzt werden

kann, lasst sich damit allerdings nicht klaren.

Eine weitere Studie testete PRP in Kombination mit BMC und CPG in vivo an Knochen-
defekten von 2,5 mm mal 5 mm Grol3e (Qi et al., 2015). In den Gruppen, die PRP erhiel-
ten, war die Expression von Kollagen Type | und Osteocalcin signifikant hoher als in den
Gruppen, die ohne PRP behandelt wurden. Zusatzlich induzierte PRP mit der Expression
von Kollagen Type Il und Tenomodulin zwei weitere Knochenproteine. Auch die Aktivitat
der spezifischen Alkalischen Phosphatase war in den PRP/BMC/CPG Proben hdher als
in den Kontrollgruppen. Vier Wochen nach der Implantation war in der PRP/BMC/CPG-
Gruppe eine signifikant starkere Knochenneubildung nachweisbar als in den Kontroll-
gruppen, was die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie bestatigt, dass der Zusatz von
PRP zu einem BMC/CPG Implantat einem reinen BMC/CPG Implantat in der Fahigkeit
Knochenneubildung in einem Knochendefekt zu induzieren, Uberlegen ist. Das die Studie
von Qi et al ihre Ergebnisse zu anderen Zeitpunkten als in der hier vorliegenden Studie
gemessen hat und dennoch zu ahnlichen Ergebnissen kommt, unterstreicht die Robust-
heit des Versuchsaufbaus.

Studien am Menschen gibt es zu diesem Thema bisher sehr wenige, was zum Teil auf
ein ethisches Dilemma zurlickzufuhren ist, da mit dem autologen Knochentransplantat
eine Behandlungsmadglichkeit existiert, die zwar invasiv und mit deutlicher Morbiditat an
der Entnahmestelle verbunden ist, jedoch eine hohe Erfolgsrate erzielt (Bellabarba, Ricci
und Bolhofner, 2001; Finkemeier und Chapman, 2002; Babhulkar, Pande und Babhulkar,
2005; Plachokova et al., 2007). Eine Vergleichsstudie am Menschen ist nur ethisch ver-
tretbar, wenn eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass die Vergleichsbehandlung dem
derzeitigen Behandlungsstand gegenuber zumindest nicht deutlich unterlegen erscheint.
Diese Bedingung ist fur Studien mit CPG zu Behandlung von Skelettknochendefekten

derzeit nicht gegeben.
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PRP und /oder CPG wird jedoch in der Implantologie der Zahnmedizin schon seit langerer
Zeit erforscht. Da in der Kieferchirurgie autologe Transplantate nur in Ausnahmefallen
(z.B. fur Gesichtsrekonstruktionen nach einem schweren Unfall) nicht im Kieferraum ent-
nommen werden und im Kieferraum nur begrenztes Transplantatmaterial zur Entnahme
zur Verfugung steht, wird dort schon seit langem standardmafig CPG oder andere Kno-
chenersatzmaterialien wie entproteinierter und/oder entmineralisierter Rinderknochen

verwendet (Esposito et al., 2009).

PRP wird inzwischen auch in der Kieferchirurgie eingesetzt, um Knochenneubildung zu
stimulieren. Eine solche Studie testete PRP in Kombination mit CPG im Vergleich zur
PRP in Kombination mit demineralisierter boviner Knochenmatrix an jeweils 20 Patienten,
die eine Sinusbodenerhdhung erhielten, um spater eine Dentalimplantat einsetzen zu
kénnen (Taschieri et al., 2016). Eine histomorphometrische Analyse, die Biopsiematerial
verwendete, das sechs Monate nach dem Eingriff gesammelt wurde, ergab, dass sich in
beiden Gruppen eine signifikante Menge neuer Knochengebildet hatte. Es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen und in beiden Gruppen traten keinerlei
negative Nebenwirkungen oder Implantatsausfalle auf. Zwar zeigt diese Studie nicht, ob
der Zusatz von PRP zum Knochenersatzmaterial, die Erfolgsrate und Heilungsgeschwin-
digkeit verbessert, jedoch kann daraus, dass keinerlei Nebenwirkungen auftraten und die
Erfolgsrate in dieser Studie zudem 100 % betrug, geschlossen werden, dass der Zusatz
von PRP zu Knochenersatzmaterial im Menschen sehr gut vertragen wird und keine Si-

cherheitsbedenken fur zukunftige humane Studien bestehen.

Zusatzlich zur Klarung der Frage, ob PRP/BMC einem BMC-Implantat in der Fahigkeit,
Knochenneubildung in einem experimentellen Knochendefekt zu stimulieren, Gberlegen
ist, sollte die hier vorliegende Studie auch untersuchen, inwieweit PRP/BMC mit den Er-

gebnissen eines autologen Knochentransplantats vergleichbar ist.

Es zeigte sich hier weder zum Zeitpunkt nach drei Wochen noch nach sechs Wochen ein
signifikanter Unterschied in der Knochenneubildung in der PRP-Gruppe im Vergleich zur
autologen Knochentransplantatkontrolle. Damit sprechen die Ergebnisse der hier vorlie-

genden Studie dafur, dass PRP/BMC sich moglicherweise eignet, um autologe
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Knochentransplantate zur Behandlung von chronischen Knochendefekten beim Men-
schen zu ersetzen oder zumindest den Menschen eine alternative Behandlungsmethode
zu bieten, die entweder aufgrund von Komorbiditaten wie z.B. Osteoporose kein qualitativ
oder quantitative ausreichendes Spendermaterial besitzen oder bei denen das zusatzli-

che Trauma der Transplantatentnahme ein zu hohes Risiko darstellen wirde.

Die Kombination von BMC mit CPG stellt eine gute Ausgangsbasis fur einen Ersatz eines
autologen Knochentransplantats dar, da es mit dem CPG eine Gerustmatrix enthalt und
BMC MSZ enthalten. Dies konnten Herten und Mitarbeiter in einer Studie zur Zusammen-
setzung von BMC nachweisen (Herten et al., 2013). Diese Zellen sind wichtige Vorlau-
ferzellen, die je nach dem Milieu, in dem sie sich befinden, in Adipozyten, Chondrozyten
oder Osteoblasten differenzieren kdnnen (Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009).
In einer Knochenfraktur liegen proinflammatorische Proteine wie TNFa und IL-1 und IL-6
vor, die eine Differenzierung von MSZ in Richtung Osteoblasten provozieren

(Deschaseaux, Sensébé und Heymann, 2009).

Der Zusatz von PRP fordert zusatzlich die Knochenneubildung, da PRP fiur die Osteoge-
nese wichtige Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGFB, VEGF und EGF enthalt (Marx,
2001).

Es existieren sogar Studien, die zeigen, dass ein anorganisches Knochensubstrat in
Kombination mit PRP ohne BMC einem Implantat bestehend aus BMC und Knochensub-
strat Uberlegen ist. So erhielten in einer Studie aus dem Jahr 2007 von 33 Patienten, bei
denen ein Genu varum mit einer Tibiaosteotomie behandelt wurden, elf Knochenchips
allein zur Behandlung des Tibiadefekts, elf Knochenchips und PRP und elf Knochenchips
und BMC. Die Knochenneubildung und die Assimilierung der Knochenchips sowohl in der
BMC- als auch der PRP-Gruppe waren hoher als die in der Kontrollgruppe gemessenen
Werte, jedoch zeigte die PRP-Gruppe statistisch bessere Ergebnisse, als die BMC-
Gruppe (Dallari et al., 2007). Leider fehlte in dieser Studie die Positivkontrollgruppe, die
ein autologes Knochentransplantat erhielt, sodass die Ergebnisse dieser Studie nicht di-
rekt mit der hier vorliegenden Studie vergleichbar sind. Dass PRP auch ohne BMC einer

BMC-Gruppe uberlegen ist, liegt wahrscheinlich daran, dass viele der Wachstums-
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faktoren im PRP chemotaktisch wirken und so entsprechende MSZ an die Defektstelle
rekrutieren (Lubkowska, Dolegowska und Banfi, 2012; Szczesny, 2002; Calori et al.,
2008).

Der Erfolg einer chirurgischen Behandlung eines chronischen Knochendefekts hangt
auch der Angiogenese in der Defektstelle und dem Implantat ab, da eine unvollstandige
Angiogenese zu Folgefrakturen und Nichtvereinigungen fuhren kann (Willems et al.,
2012). Die Mikrogefaldichte ist ein wichtiger Indikator fir Angiogenese (Lérincz et al.,
2005) Angiogenese wiederum ist eine notwendige Komponente bei der Heilung von Frak-
turen (Szczesny, 2002; Mahendra und Maclean, 2007; Wang et al., 2011; Grassmann et
al., 2015; Liu et al., 2016; Hu und Olsen, 2017).

Aus diesem Grund und da mit VEGF einer der wichtigsten angiogenetischen Wachstums-
faktoren im PRP in hoher Konzentration vorliegt, wurde in dieser Arbeit die Mikroge-
falkdichte im Knochendefekt jeweils drei und sechs Wochen nach der Operation mittels
immunhistochemischer Analyse gemessen. Die Mikrogefalddichte nach drei Wochen
diente dabei als interne Kontrolle fur den sechs-Wochenwert innerhalb einer Gruppe. Die
Mikrogefaldichte wurde zusatzlich zwischen der BMC und der PRP-Gruppe zu beiden
Zeitpunkten verglichen.

Dabei zeigte sich, dass sowohl in der BMC- als auch in der PRP-Gruppe nach sechs
Wochen eine hohere MikrogefalRdichte vorlag als nach drei Wochen. Dieses Ergebnis
stimmt mit Berichten aus der Literatur Uberein, in denen gezeigt werden konnte, dass
gesunde Knochentransplantate eine deutliche Angiogenese zeigen und die Mikroge-
falkdichte im Transplantat flr eine lange andauernde Heilungsphase hoher ist, als in ge-
sundem, adultem, nicht-verletztem Knochen (Galindo-Moreno et al., 2010)

Da die durch den Zusatz von PRP erhdhte VEGF-Konzentration einen starkere Angioge-
nese in der PRP-Gruppe erwarten liel3, ist das Ergebnis, dass kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der PRP und der BMC-Gruppe nachweisbar war, unerwartet. Ten-
denziell hatte die PRP-Gruppe eine hohere Mikrogefaldichte als die BMC-Gruppe, je-

doch war die Standardabweichung zwischen den jeweils sechs gemessenen Tieren in
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jeder Gruppe relativ hoch. Es ist jedoch denkbar, dass dadurch keine statistische Signifi-
kanz fur den Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen erreicht wurde.

Sowohl in der BMC- als auch in der PRP-Gruppe konnte nach drei und starker nach sechs
Wochen signifikante Knochenneubildung mittels radiologischer und histomorphometri-
scher Analyse nachgewiesen werden. Die hohere Mikrogefal3dichte nach sechs Wochen
in beiden Gruppen bestatigt daher die fur die Knochenneubildung gefundenen Ergeb-
nisse und zeigt, dass in beiden Gruppen, die fur die vollstandige Ausheilung notwendige

Angiogenese stattfand.

Angiogenese in einem Knochenimplantat kann in vivo von vielen Faktoren wie z.B. Ent-
zundungen und besonders im Mundbereich auch von Tabak- und Alkoholkonsum beein-
flusst werden (Galindo-Moreno et al., 2010). Autologe Knochentransplantate erlauben
dabei bessere Angiogenese als xenogene (Artese et al., 2011), jedoch zeigen die Ergeb-
nisse der hier vorliegenden Studie, dass auch anorganische Materialien in Kombination
mit BMC oder BMC/PRP angiogenetisch wirken kénnen und so das Uberleben und die
Assimilation des Transplantats sichern konnen.

Ob die tendenziell hdhere Mikrogefaldichte in der PRP-Gruppe parallel zu den Ergeb-
nissen der Knochenneubildung tatsachlich starker war als in der BMC-Gruppe kdonnte mit
einer zukunftigen Studie mit einer grolReren Stichprobe geklart werden. Da die PRP-
Gruppe eine hohere Konzentration vieler angiogenetischen Wachstumsfaktoren wie
TGFa, PDGF und allen voran VEGF aufwies, ist es denkbar, dass hier tatsachlich ein
Unterschied zwischen den Gruppen bestand, aber aufgrund einer zu kleinen Stichprobe

bei hoher Variabilitat der Ergebnisse die Signifikanz verfehlt wurde.

Dabei kdnnte auch getestet werden, ob BMC, wie die Knochenneubildungsergebnisse
nahelegen, auch bei der Angiogenese einen inhibierenden Einfluss austben kann und
ob PRP in Kombination mit lyophyllisierten Knochenchips eine ebenso starke Angioge-
nese induzieren kann, wie PRP mit einem autologen Knochentransplantat oder einem

autologen Knochentransplantat alleine.
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5 Schlussfolgerung

Diese Studie sollte untersuchen, ob der Zusatz von PRP zu einem BMC/CPG-Gemisch
als Knochenimplantatmaterial zu besseren Ergebnissen bei der Behandlung eines expe-

rimentellen Knochendefekts fihrt.

Es zeigte sich, dass der PRP-Zusatz zu besserer Knochenneubildung flihrt und damit
diese Behandlungsmethode einem CPG/BMC-Gemisch uberlegen ist. Die Untersuchung
der MikrogefalRdichte ergab, dass eine robuste Angiogenese mit beiden Materialien statt-
findet, was eine wichtige Voraussetzung fir eine korrekte und vollstandige Ausheilung

des Knochendefektes ist.

Der Vergleich von PRP mit der Positivkontrolle, die mit dem Goldstandard der klinischen
Praxis, also einem autologen Knochentransplantat, behandelt wurde, ergab kein statis-
tisch signifikanter Unterschied in der Knochenneubildung. Damit stellt sich eine PRP-an-
gereichte BMC/CPG-Mischung als mogliche Alternative zum autologen Knochentrans-

plantat dar.

Da autologe Knochentransplantate durch das zusatzliche Trauma und Morbiditat an der
Entnahmestelle sehr belastend fur den Patienten sind und zusatzlich nur eine begrenzte
Menge von Knochenmaterial entnommen werden kann, ware eine tragfahige Alternative
hierzu ein wichtiger Fortschritt zum Wohle der Patienten mit Knochendefekten. Durch die
geringere Belastung der Patienten, ist auch ein wirtschaftlicher Vorteil mit geringeren
Kosten durch weniger chirurgische Eingriffe, kiirzeren Krankenhausaufenthalte und kar-

zerem Krankenstand zu erwarten,

Ethische Bedenken beim Design zukunftiger Studien am Menschen mussen jedoch ge-
nau bedacht werden, da mit dem autologen Knochentransplantat eine Behandlungsme-
thode mit hoher Erfolgsrate existiert. Studien mit PRP, das bei verschiedenen Indikatio-
nen am Menschen eingesetzt wird, deuten jedoch auf gute Vertraglichkeit zusammen mit
hoher Wirksamkeit hin.
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