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1  Einleitung

1.1  Osteoporose-assoziierte Frakturen

1.1.1 Definition der Osteoporose und pathophysiologische Aspekte
Osteoporose ist eine bedeutende Volkskrankheit, von der in Deutschland circa 6,3 -
7,8 Millionen Menschen betroffen sind (1-3). Die Osteoporose stellt im hdheren
Lebensalter die haufigste Erkrankung des Knochens dar und wird aufgrund des
demografischen Wandels weiter an Bedeutung gewinnen (4). Bei weiblichen Patienten
uber 75 Jahren liegt die Pravalenz der Osteoporose bei circa 59,2% (2).

Als systemische Skeletterkrankung geht die Osteoporose mit einer veranderten
knéchernen Mikroarchitektur und erniedrigten Knochenmasse einher, was zu einer
unzureichenden Knochenfestigkeit mit konsekutiv erhdhtem Frakturrisiko fuhrt (3, 5).
Gemal der Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von 1994 liegt eine
Osteoporose vor, wenn nach Ausschluss anderer Ursachen der Mineralgehalt des
Knochens in einer Dualrontgenabsorptiometrie (DXA)-Knochendichtemessung an der
Lendenwirbelsaule und / oder am proximalen Femur um < -2,5 Standardabweichungen
vom Mittelwert einer 20 - 29-jahrigen Frau abweicht (6, 7). Haufig wird die Erkrankung
erst durch eine Fraktur bei einem ansonsten inadaquaten Trauma (,low energy®
Fraktur) festgestellt (3). Wenn zusatzlich zur nachgewiesenen verminderten
Knochendichte eine osteoporose-assoziierte Fraktur diagnostiziert wird, handelt es
sich um eine manifeste Osteoporose. Diese kann zu einer eingeschrankten
Lebensqualitat sowie Lebenserwartung flhren und mit einem grof3en Verlust an
Selbststandigkeit einhergehen (8).

Generell unterscheidet man zwischen primarer und sekundarer Osteoporose, wobei
sich diese Einteilung nach der Ursache der Erkrankung richtet. In 95% der Falle

handelt es sich um eine primare Osteoporose, die auf einen postmenopausalen



Ostrogenmangel (Typ | postmenopausale Osteoporose) oder auf ein hohes
Lebensalter (Typ Il senile Osteoporose) zurtuckzuflhren ist (9). Die idiopathische
Osteoporose tritt nur selten und dann bevorzugt bei jungen Menschen auf (9, 10). In
5% der Falle liegt eine sekundare Osteoporose vor, die durch eine endokrine
Erkrankung, wie z.B. einen Hypogonadismus, einen Hyperkortisolismus, eine
Hyperthyreose, aber auch durch Immobilisation, iatrogen oder im Rahmen eines
Malabsorptionssyndrom auftreten kann (9, 10).

Als multifaktorielle Erkrankung ist die Osteoporose in hohem Maflde durch Umwelt und
Lebensweise determiniert (11). So stellen gemal der Leitlinie des Dachverbandes
Osteologie (DVO) unter anderem Nikotinabusus, eine geringe Sonnenlichtexposition,
Untergewicht und eine Sturzneigung Risikofaktoren flr das Auftreten einer
Osteoporose dar (12, 13).

Zusammenfassend ist die Osteoporose eine multikausale Erkrankung, bei der
unterschiedliche pathogenetische Mechanismen zusammenwirken (14) und die
sowohl exogene als auch genetische Ursachen haben kann (11): Jede Stérung des
Knochenumbaus kann zu einem Knochenmasseverlustsyndrom flhren, wobei auf
zellularer Ebene Osteoblasten und Osteoklasten, aber auch Mastzellen und
Adipozyten sowie molekulare Faktoren wie Hormone, Transkriptionsfaktoren und

Wachstumsfaktoren beteiligt sind (14).



1.1.2 Die proximale Femurfraktur und Sekundarfrakturen bei Osteoporose

Bis zu 27% der Patienten, bei denen eine Osteoporose diagnostiziert wurde, erlitten
bereits eine Fraktur (8). Ohne eine weitere medikamentdse Therapie besteht bei
Patienten mit multiplen Frakturen ein Risiko von bis zu 85% innerhalb eines Jahres
eine weitere Fraktur zu erleiden (8). Die proximale Femurfraktur stellt eine der
haufigsten osteoporose-assoziierten Frakturen dar und ist haufig Folge einer bis zum
Frakturereignis unbekannten oder nicht therapierten Osteoporose (15). Unter dem
Begriff der proximalen Femurfraktur werden Huftkopffrakturen, mediale und laterale
Schenkelhalsfrakturen sowie per- und subtrochantare Frakturen zusammengefasst
(16). In Deutschland liegt die Inzidenz einer proximalen Femurfraktur bei 90/100.000
Einwohnern (16). Das durchschnittliche Alter der Patienten liegt bei rund 80 Jahren,
wobei in Uber 70% der Falle das weibliche Geschlecht betroffen ist (17).

Gemaly der DVO-Leitlinie sind Ursache der osteoporotischen Schenkelhalsfraktur
Minimaltraumata wie z.B. Sturze aus dem Stand oder geringer Sitzhéhe (12, 18). Bei
Patienten mit einer proximalen Schenkelhalsfraktur werden in Abhangigkeit vom
Geschlecht Mortalitdtsraten zwischen 20% und 40% im ersten Jahr nach Fraktur
angegeben, wahrend die Klinikletalitat circa 6% betragt (16). Die vor der Fraktur
vorhandene lokomotorische Kompetenz wird bei der Mehrheit der Patienten mit einer
Huftfraktur nicht wieder erreicht, was mit einem Verlust von Selbststandigkeit und ggf.
auch einer Pflegebedurftigkeit einhergehen kann (3).

Es ist nachgewiesen, dass fur Patienten mit einer osteoporose-assoziierten
Femurfraktur das Risiko einer sekundaren Fraktur auf der kontralateralen Seite
zwischen 2,3% und 10,6% betragt (19, 20). Zudem ist die Mortalitdtsrate von
Personen, die eine sekundare kontralaterale Fraktur erlitten haben, nach einem Jahr
signifikant héher als bei Personen, die von einer einseitigen Huftfraktur betroffen waren

und wird in der Literatur mit einem Wert bis zu 36% angegeben (20). Sawahla et al.



untersuchten 293 Patienten, die sich eine sekundare Huftfraktur auf der
kontralateralen Seite zugezogen hatten und stellten fest, dass sich 70% dieser
sekundaren Femurfrakturen innerhalb von drei Jahren nach der initialen Femurfraktur
ereigneten und in 2/3 der Falle an der zur ersten Fraktur korrespondierenden
anatomischen Lokalisation auftraten (21). Ansatze der sekundaren Frakturpravention

sollten daher zum Ziel haben dieser Entwicklung entgegenzuwirken.

1.1.3 Konzepte der sekundaren Frakturpravention

Osteoporose-assoziierte Huftfrakturen sind aufgrund der alternden Gesellschaft von
zunehmender Bedeutung. Leider treten diese Frakturen oft erst in einem
fortgeschrittenen Stadium und bei fehlender Therapie der Grunderkrankung auf. So
erhalten in Deutschland nur circa 11% der Patienten, die unter Osteoporose leiden,
eine leitlinienkonforme Therapie (8).

Bei der Pravention osteoporotischer Femurfrakturen unterscheidet man gemafi DVO-
Leitlinie zwischen einer nicht-medikamentdésen und einer medikamentdsen
Praventionsform (12). Die nicht-medikamentdse Form beinhaltet Basismalihahmen
wie Forderung der kdrperlichen Aktivitat sowie Verbesserung der Muskelkraft und
Koordination (22). Weiterhin sollte jahrlich durch gezielte Anamnese das Sturz- und
Frakturrisiko eingeschatzt, Sturzursachen identifiziert und beseitigt werden und eine
Medikamententberprifung mit  Abwagen des  Nutzen-Risikoverhaltnisses
durchgefuhrt werden. Zu den Basismalinahmen gehdren weiterhin die Betrachtung
des Lebensstils und der Erndhrung. Nikotinkonsum und Untergewicht sollten
vermieden und auf eine regelmafige Zufuhr von Kalzium, Vitamin B12, Folsaure und
Vitamin D geachtet werden. Gegebenenfalls bedarf es einer entsprechenden
Supplementation (12, 23).

Bei postmenopausalen Frauen und Mannern ab dem 60. Lebensjahr sollte darlber

hinaus eine Basisdiagnostik durchgeflhrt werden. Diese schliel3t eine ausfuhrliche



Anamnese sowie die Einleitung weiterer diagnostischer Schritte wie dem
Osteoporose-Basislabor, einer Réntgenuntersuchung und der Osteodensitometrie ein.
Diese Befunde fuhren dann ggf. zum Beginn einer medikamentdsen Therapie (12, 24).
Zusatzlich sollte mit den Patienten ein MaRnahmenkatalog zur Pravention von
Frakturen erstellt werden, der unter anderem Aspekte wie das Tragen von festem
Schuhwerk, Beleuchtung der Wohnung bei Nacht und eine altersgerechte
Wohnungseinrichtung enthalten kann (7, 12).

Zusammenfassend koénnen das nicht-medikamentdse Praventionskonzept und die
BasismalRnahmen als interdisziplinares geriatrisches Praventionskonzept angesehen
werden, das auch nach einem Frakturereignis zur Pravention fur Sekundarfrakturen
greifen sollte (16).

Die International Osteoporosis Foundation (IOF) sieht infolge der steigenden Zahl
primarer und sekundarer osteoporose-assoziierter Frakturen bei entsprechender
Indikation die Notwendigkeit durch medikamentdse Intervention ein weiteres Absinken
der Knochendichte zu vermeiden (25). So soll das Ungleichgewicht zwischen
vermehrtem Knochenabbau und verringerter Knochenbildung moglichst ausgeglichen
werden. Die Indikation zur medikamentdsen Osteoporosetherapie ist gegeben, wenn
ein hohes 10-Jahres-Frakturrisko flr Wirbelkdrperfrakturen und Frakturen des
proximalen Femurs besteht. Das Geschlecht sowie das Alter, bereits zugezogene
osteoporotische Frakturen, die Knochendichte sowie weitere individuelle
Risikofaktoren mussen dabei einbezogen werden (7, 12). Die unterschiedlichen
Indikationen flr eine medikamentdse Therapie der Osteoporose sind in Tab. 1
aufgefuhrt. In Tab. 2 sind basierend auf dem T-Score Konstellationen ausgeflihrt, bei
denen im Abhangigkeit vom Patientenalter ein 10-Jahresfrakturrisiko von 30%

angenommen werden kann. Verschiedene Risikofaktoren flr das Auftreten einer



Fraktur kdnnen singular oder in Kombination zur einer Anhebung der Therapiegrenze

fuhren (7) (Tab. 3).

Tabelle 1: Indikationen fiir eine medikamentose Osteoporosetherapie

1. Niedrigtraumatische singulare Wirbelkdrperfraktur 2. oder 3.
Grades, bzw. multiple Wirbelkoérperfrakturen 1. bis 3. Grades,
wenn andere Ursachen einer Fraktur nicht wahrscheinlicher sind
bei einem DXA T-Score <-2,0 an der LWS (mittlerer T-Score der
messbaren Wirbel L1-4), dem Schenkelhals oder dem
Gesamtfemur, individuell auch bei einem T-Score > -2,0
(Verwendung geschlechtsspezifischer T-Scores)

2. Niedrigtraumatische proximale Femurfraktur bei einem DXA T-
Score <- 2,0 an der LWS oder dem Schenkelhals oder dem
Gesamtfemur, individuell auch bei einem T-Score > -2,0
(Verwendung geschlechtsspezifischer T-Scores)

Bei typischen osteoporotischen radiologischen und / oder klinischen
Aspekten von Wirbelkorperfrakturen bzw. Frakturen des proximalen
Femurs kann abhangig von der klinischen Gesamtsituation auf eine
Knochendichtemessung verzichtet werden.

3. Bestehende oder geplante Therapie mit oralen Glukokortikoiden =
7,5 mg Prednisolonaquivalent taglich fur > 3 Monate, wenn

a. T-Score £ -1,5 an der LWS oder dem Schenkelhals oder

dem Gesamtfemur, individuell auch wenn T-Score > -1,5.

b. Niedrigtraumatische Wirbelkdrperfrakturen oder multiple

periphere Frakturen wunabhangig vom T-Score (ein

endogenes Cushing-Syndrom ist aquivalent zu bewerten)

4. Hohes 10-Jahresfrakturrisiko (circa > 30% fur radiographische

Wirbelkérperfrakturen und proximale Femurfrakturen auf der

Grundlage von Tab. 2, wenn T-Score <-2,0 an der LWS, dem
Schenkelhals oder dem Gesamtfemur ist.

Adaptiert nach DVO-Leitlinie Osteoporose 2014 (12) und Harbeck et al.

(7)

Tabelle 2: Indikation fiir eine spezifische medikamentése Osteoporosetherapie

Lebensalter (Jahre) T-Score von Mittelwert L1-L4, Femurhals und Gesamtfemur
Frau Mann -2,0 bis -2,5 | -2,5 bis -3,0 | -3,0 bis -3,5 | -3,5 bis -4,0 <-4,0
50-60 60-70 Nein Nein Nein Nein Ja
60-65 70-75 Nein Nein Nein Ja Ja
65-70 75-80 Nein Nein Ja Ja Ja
70-75 80-85 Nein Ja Ja Ja Ja
>75 >85 Ja Ja Ja Ja Ja

Adaptiert nach DVO-Leitlinie Osteoporose 2014 (12) und Harbeck et al.

(7)




Tabelle 3: Indikationen zur Anhebung der Therapiegrenze in Tabelle 2

Anhebung der Therapiegrenze in Tab. 2 um + 1,0

- Glukokortikoide oral = 2,5 und < 7,5 mg Prednisolonaquivalent taglich

- Diabetes mellitus Typ |

- 2 3 niedrigtraumatische Frakturen in den letzten 10 Jahren im Sinne einer
Einzelfallentscheidung (Ausnahme Finger-, Zehen-, Schadel-und Kndchelfrakturen)

Anhebung der Therapiegrenze in Tab.2 um + 0,5

- Singulare Wirbelkdrperfraktur 1. Grades

- Nichtvertebrale Frakturen > 50. Lebensjahr (Ausnahme Finger-, Zehen-, Schadel- und
Kndchelfrakturen)

- Proximale Femurfraktur bei Mutter oder Vater

- Multiple intrinsische Stiirze

- Immobilitat

- Rauchen, chronisch-obstruktive Lungenerkrankung und/oder hohe Dosen inhalativer
Glukokortikoide

- Rheumatoide Arthritis

- Spondylitis ankylosans

- Herzinsuffizienz

- Protonenpumpeninhibitoren bei chronischer Einnahme

- Zobliakie

- Priméarer Hyperparathyreoidismus

- Hormonablative Therapie oder Hypogonadismus beim Mann

- Aromatasehemmer

- Wachstumshormonmangel

- Hyperthyreose oder subklinische Hypothyreose, sofern persistent

- Subklinischer Hyperkortisolismus

- Glitazone Epilepsie/Antiepileptika

- Depression/Antidepressiva

Adaptiert nach DVO-Leitlinie Osteoporose 2014 (12) und Harbeck et al. (7)

Je nach individuellem Patientenprofil wird bei Vorliegen eines der in Tab. 1
aufgeflihrten Kriterien ein geeignetes Medikament ausgewahlt, wobei zwischen
Medikamenten zur Hemmung der Osteoklasten (Knochenresorption) und zur
Stimulation der Osteoblasten (Knochenbildung) unterschieden wird (7).

Zudem gilt nach einem Frakturereignis des proximalen Femurs die Einhaltung der o.g.
BasismaRnahmen in Verbindung mit einer nicht-medikamentésen oder
medikamentosen Therapie zur Pravention einer Sekundarfraktur. Schliel3lich ist das
Vorliegen einer Fragilitatsfraktur der starkste Risikofaktor fir die Entstehung weiterer
Frakturen (26).

Die primare Fraktur sollte zlgig operativ behandelt werden, sofern eine Operation
innerhalb von 24 Stunden nach Frakturereignis nicht durch Multimorbiditat und

laufender Antikoagulation verhindert wird (17). Fur ein gutes ,Outcome’, das auch die
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Pravention von Sekundarfrakturen einschlie3t, sollten nach der initialen Huftfraktur
auch die typischen postoperativen Risiken wie Lungenembolie, Pneumonie, Katheter-
assoziierte Harnwegsinfekte und eine tiefe Beinvenenthrombose durch eine rasche
Mobilisation mit Vollbelastung reduziert werden (17). Anschlieend sollten physio- und
ergotherapeutische Mallnahmen mit Anleitung zur Selbsthilfe unter Einbindung des
sozialen Umfeldes eine rasche Ruckkehr in das hausliche Umfeld ermdglichen. Die
Empfehlung einer Osteoporose-Therapie im Entlassungsbrief des Unfallchirurgen
erhdht zudem die Therapieraten (27). Am effektivsten scheint jedoch die Initiierung der
Osteoporosetherapie direkt im Krankenhaus, da es dadurch zur einer signifikanten
Erhdhung der Complianceraten kommt (26).

Die Etablierung von ,fracture liaison services®, bei denen geriatrische Patienten
osteologisch mitbehandelt werden, hat eine Verbesserung der medikamentdsen
Osteoporosetherapie, der Lebensqualitat und der Verhinderung bzw. Reduktion von
sekundaren Frakturen zum Ziel (26, 28).

Diese Ausfluhrungen zeigen, dass es durchaus Maoglichkeiten zur Frakturprophylaxe
bei Osteoporose-Patienten gibt. Dennoch setzen diese Praventionsmalinahmen eine
strikte Einhaltung der medikamentdsen / nicht-medikamentdsen Therapien voraus,
was gerade vor dem Hintergrund von Begleiterkrankungen wie Demenz bei den
Uberwiegend geriatrischen Patienten leider oftmals nicht gewahrleistet ist (29).

Der experimentelle Ansatz von Fliri et al. zielt daher auf die prophylaktische
Stabilisierung der Gegenseite mit PMMA wahrend der Behandlung der initialen
osteoporosebedingten Fraktur des proximalen Femurs ab, da dadurch rasch eine
Verstarkung der noch nicht-frakturierten Seite gegeben werden kénnte (19). Oben
genannte Probleme wie Non-Compliance konnten dadurch eventuell in den
Hintergrund ricken. Eine Substanz, die biokompatibel ist und sich eventuell sogar

osteoinduktiv prasentiert, wirde jedoch gegebenenfalls ein hdheres biologisches



Potential zur Pravention osteoporosebedingter sekundarer Frakturen aufweisen als

PMMA.

1.2 Regenerative Therapieansatze

1.2.1 Tissue Engineering und biokompatible thermosensitive Hydrogele als

Tragersubstanzen

Tissue Engineering zielt als interdisziplinares Forschungsgebiet darauf ab durch die

Kombination von Stammzellen mit einer geeigneten Tragersubstanz und Wachstums-

bzw. Differenzierungsfaktoren Geweberegeneration und -bildung zu férdern und

Gewebedefekte zu minimieren (30, 31). Ziel ist es, den funktionellen und

physiologischen Zustand erneut bzw. annahernd wiederherzustellen. Das

Tragermaterial dient dabei als Leitstruktur, um die bioaktiven Substanzen und Zellen

am gewunschten Wirkungsort zu halten und die lokale Proliferation der Zellen zu

ermdglichen (32, 33).

Flr den Einsatz solcher Leitstrukturen im Rahmen des Tissue Engineering zur

Behandlung von Knochendefekten gibt es zwei Ansatze:

1) Verwendung zellbesiedelter Geruste (,scaffolds”), die sowohl in vitro wie auch in
vivo die Neubildung von Knochen unterstiutzen

2) Verwendung zellfreier Geruste, die in vivo als Tragersubstanzen fir einwachsende
Zellen aus der Umgebung dienen (33, 34).

Die Materialien, die als Tragersubstanzen in vivo fungieren sollen, werden an ihrer

Biokompatibilitat, Osteokonduktivitat, -genitat und -induktivitdt gemessen. Wahrend

die Biokompatibilitdt Aussagen Uber die Vertraglichkeit mit biologischen Materialien

erlaubt, beschreibt die Osteokonduktivitat die Fahigkeit als Leitstruktur fir Zellen oder

einwachsendes Gewebe zu fungieren. Osteogen sind Gewebe oder Zellen, die durch

Aktivierung von Osteoblasten die Knochenbildung férdern. Osteoinduktive Substanzen



stimulieren die Osteogenese durch Aktivierung der Signalkaskaden, die zur Bildung
von neuem Knochen fuhren. (34, 35).

Ideale Leitstrukturen sind immunologisch inert, wirken osteoinduktiv und kénnen in
ihrer Geometrie / Form individuell an den Wirkungsort angepasst werden. Gerade vor
dem Hintergrund eines mdglichen klinischen Einsatzes sollte die Reaktion auf
mechanischer Kraft (im Sinne einer primaren Stabilitat) sowie die Auswirkung externer
Einflusse wie Sterilisation, Lagerbarkeit und kostengunstige Herstellung bedacht
werden (34).

Einen bedeutenden Anteil der Tragersubstanzen stellen biokompatible,
thermosensitive Hydrogele dar (36). Der Begriff ,thermosensitiv‘ bezeichnet die durch
minimale Temperaturanderungen hervorgerufenen Veranderungen der chemischen,
mechanischen oder physikalischen Eigenschaften eines Polymers. Der Vorteil an
dieser Form von Hydrogelen ist, dass sie in gekuhlter Form minimal-invasiv appliziert
werden kénnen, aber bei Ansteigen der umgebenden Temperatur (z.B. bei Applikation
in den menschlichen Koérper) ausharten (37).

Thermosensitive Hydrogele, die bis zu 99% aus flissigen Bestandteilen sowie einem
hydrophilen Blockcopolymer bestehen, kdnnen in positiv-sensitive Hydrogele mit einer
Lupper critical solution temperature” und negativ-sensitive Hydrogele mit einer ,lower
critical solution temperature” eingeteilt werden. Wahrend positiv-sensitive Hydrogele
beim Uberschreiten des oberen Grenzwertes gelieren, verhalten sich die negativ-
sensitiven Hydrogele in gegensatzlicher Art und Weise; sie harten bei Unterschreitung

der unteren Temperaturgrenze aus (37).

1.2.2 Das BDI-Hydrogel
FUr den Einsatz als Tragermaterialien stellen thermosensitive Hydrogele einen
vielversprechenden Ansatz dar: Im Hinblick auf eine potentielle spatere klinische

Anwendung ist die Verwendung thermosensitiver Hydrogele durch das Umgehen von
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offenen chirurgischen Eingriffen, z.B. zum Beheben eines kndchernen Defekts,
attraktiv (38).

Unsere Arbeitsgruppe hat in Kooperation mit der PolyMaterials AG (Kaufbeuern,
Deutschland) und der Livimplant GmbH (Starnberg, Deutschland) ein Hydrogel
entwickelt, das bei Raumtemperatur flissig ist und bei Kérpertemperatur (37°) geliert.
Das auf der Basis des Blockcopolymers Pluronic® P123 beruhende Butandiisocynat-
Gel (BDI-Gel) gehoért zu den positiv-sensitiven Hydrogelen und ist ein ideales
Tragermaterial fur Stammzellen, aber auch fur osteoinduktive Proteine wie den bone
morphogenetic proteins (BMPs); es nimmt selbst keinen Einfluss auf die osteogene
Differenzierung inkorporierter Zellen und kann im Organismus schnell und
rickstandsfrei  abgebaut werden  (37). In  vivo-Untersuchungen am
Bohrlochdefektmodell im distalen Femur der athymen Ratte bestatigten die
Biokompatibilitat des BDI-Hydrogels. Das Gel zeigte zudem das erwartete
thermosensitive Verhalten, indem es direkt nach Implantation in den Defekt durch
Erwarmung gelierte (37).

Weiterhin zeigten die in unserer Arbeitsgruppe durchgeflhrten in vitro-Arbeiten, dass
der Wachstumsfaktor BMP-7 kontinuierlich Uber einen Zeitraum von 38 Tagen aus
dem BDI-Hydrogel freigesetzt wird (Dr. rer. nat. Ines Westphal, LMU Munchen;

unveroffentlichte Daten).

1.2.3 Wirkung von BMP-7

Flr eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren konnte eine Beteiligung an der
Knochenneubildung bzw. Frakturheilung nachgewiesen werden. In diesem Prozess
spielen bone morphogenetic proteins (BMPs) eine tragende Rolle. Die Proteine
gehoren zur transforming growth factor beta“ (TGF-B)-Familie und wurden in den
1960er Jahren von Marshall Urist entdeckt (39). Urist beobachtete, dass die

Implantation von entmineralisiertem Knochen zu einer ektopen Knochenneubildung

11



fihren kann; er konnte anschlieRend ein Protein als ursachlichen Faktor dieses
Prozesses identifizieren, das er als ,bone morphogenetic protein“ bezeichnete (40).
Inzwischen werden mehr als 20 verschiedene BMPs unterschieden (41), die anhand
ihrer Aminosauresequenz und ihrer Funktionen in vier Untergruppen kategorisiert
werden (39). Die BMPs nehmen eine entscheidende Rolle wahrend der
Skelettogenese ein (42) und gelten als wichtige Regulatoren der Knochenbildung und
-erneuerung, da sie mesenchymale Stammzellen (MSCs) zur Differenzierung in Zellen
der osteoblastaren Zellreihe stimulieren (43). Insbesondere BMP-2, BMP-4, BMP-6,
BMP-7 und BMP-9 werden eine osteoinduktive Wirkung zugeschrieben (41).

Im Gegensatz zum nachgewiesenen Effekt dieser BMPs auf die Osteoblastogenese
ist die Modulation der osteoklastaren Differenzierung durch BMPs noch nicht gut
erforscht (42). Einige klinische Studien zeigten eine erhdhte, nicht erwilnschte
Knochenresorption, sodass man auch von einem Einfluss auf die
Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung durch BMPs ausgehen kann (42).
Wahrend man bei Krankheiten, die mit einer vermehrten Knochenmasse einhergehen,
eine Uberaktivitdt des BMP-Signalwegs vermutet, konnte sowohl bei Patienten mit
Osteoporose als auch in osteoporotischen Mausmodellen eine verminderte
Bioverfugbarkeit von BMPs festgestellt werden (42). Diese Beobachtungen werden mit
der bei Osteoporose typischen reduzierten Ausschittung von BMP-induzierenden
Hormonen wie dem Parathormon (PTH) oder Ostrogen in Verbindung gebracht (42).
Tsuji et al. zeigten im Mausmodell, dass ein Verlust von BMP-2 zu einem Phanotyp
ahnlich dem der Osteoporose fiihrt (42, 44). Ebenso bewirkt die Uberexpression von
BMP-Antagonisten wie Noggin oder Gremlin Osteopenien und spontanen Frakturen
(42, 45). Interessanterweise konnte zudem in humanen Osteoporosepraparaten eine

Hochregulation von BMP-Inhibitoren festgestellt werden (42).
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1.2.4 Kilinische Einsatzgebiete der Bone Morphogenetic Proteins

Fir BMP-7 liegt eine Zulassung bei tibialen Non-union-Frakturen und posterolateralen
lumbalen spinalen Fusionen vor, wahrend flir BMP-2 von der FDA eine Zulassung flr
spinale Cages und offene Tibiafrakturen sowie flir Knochenrekonstruktionen im
oromaxillofaszialen Bereich besteht (35, 46).

BMP-7 kann bei Rezidivpseudarthrosen im Bereich der Tibia verwendet werden (35).
Im Rahmen des Diamant-Konzeptes erfolgt die klinische Anwendung mit autologen
Stammzellen aus Spongiosaknochen oder mit RIA (Reamer-Irrigator-Aspirator) (35).
Die Indikation zur Anwendung von BMP-2 und BMP-7 bei Pseudarthrosen ist gegeben,
wenn Knochendefekte > 2 cm vorliegen, die Therapie mit autologem Knochenmaterial
versagt sowie eine fulminante Weichteilschadigung besteht (35, 39). Aufgrund der
kurzen Halbwertzeit von BMP-7 und BMP-2 mussen hohe Dosen (circa 40 mg)
appliziert werden (35, 39), um eine therapeutische Dosis zu erzielen. Diese hohen
Dosen koénnen wiederum zu Nebenwirkungen flihren (35). DarUber hinaus ist noch
unklar, welcher Wachstumsfaktor in welcher Konzentration bei Knochendefekten
verwendet werden sollte (35). Einige Studien zeigen, dass Schwellungen und
Serombildungen zunehmen. Ebenso werden anaphylaktische Reaktionen,
osteolytische Prozesse und ein erhdhtes Infektrisiko beschrieben (35, 39, 47-50).
Diese Nebenwirkungen flihren zu der Forderung nach Drug-delivery-Systemen, die
kontinuierlich und kontrolliert geringe Mengen Wachstumsfaktoren abgeben, um die
Knochenbildung zu stimulieren, so gegebenenfalls zu einer erhdhten biologischen

Aktivitat fuhren (35) und im osteoporotischen Knochen osteoinduktiv wirken.
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2 Ziele der Arbeit

Aufgrund der demographischen Entwicklung unserer alternden Gesellschaft wird die
Inzidenz Osteoporose-assoziierter Frakturen zunehmen und die proximale
Femurfraktur stellt eine der haufigsten Frakturtypen mit hohem Risikopotenzial in
diesem Zusammenhang dar. Das Hauptziel der Osteoporosetherapie sollte die
Sicherung einer hohen Lebensqualitat sein. Dazu gehoért auch die Pravention von
Sekundarfrakturen der Kkontralateralen Seite. Medikamentése Therapien in
Kombination mit nicht-medikamentdsen Therapien sind derzeit das Mittel der Wahl.
Dennoch waren auch andere Praventionsmoglichkeiten denkbar, da systemische
Therapieansatze zur Behandlung der Osteoporose bei multimorbiden oder
geriatrischen Patienten aufgrund der Einnahme-Compliance sich oft problematisch
darstellen. Eine prophylaktische Verstarkung der kontralateralen Femurseite wahrend
der Operation der initialen Fraktur konnte fur betroffene Patienten von Nutzen sein.
Nicht zuletzt kdnnten neuartige Mal3nhahmen zur Pravention von sekundaren Frakturen
eventuell zu einer Senkung der Kosten im Gesundheitswesen fuhren, die in den USA
auf aktuell 8 Milliarden Dollar geschatzt werden (19).

Die Anwendung eines biokompatiblen, thermosensitiven Hydrogels konnte
wesentliche Vorteile eines kontinuierlichen Releases von Wachstumsfaktoren mit sich
bringen. Das Hydrogel passt sich ideal an physiologische Umstande an und erméglicht
in der Praxis eine einfache Handhabung, indem es minimal-invasiv appliziert werden
kann. Nach bisherigen in vivo-Testungen entfaltet das Hydrogel selbst keine
Eigenwirkung im Knochengewebe (37). Das als Wachstumsfaktor angewandte BMP-
7 ist fur den Einsatz im Menschen zugelassen und weist ein osteoinduktives Potential

auf (35, 41).
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Zur Abschatzung eines mdglichen praventiven Potentials sollte daher in dem
vorliegenden Versuch im Mausmodell untersucht werden, ob die Kombination des BDI-
Hydrogels mit dem Wachstumsfaktor BMP-7 und eine Applikation in vivo mdglich ist.
Das Gel dient dabei als Tragermaterial und Speicher fur das Wachstumsprotein.

Da diese Kombination bisher noch nicht in vivo untersucht wurde, war es das primare
Ziel, die Biokompatibilitat der Kombination sowie die Funktionalitdt des von uns

gewahlten Tiermodells zu Uberprufen.

Folgende Fragestellungen sollten dabei beantwortet werden:

1) Ist das von uns gewahlte Tiermodell geeignet, um das mit BMP-7 beladene BDI-
Hydrogel zu testen?

2) Ist die Kombination von BMP-7 und dem BDI-Hydrogel biokompatibel?

3) Koénnen durch das Modell schwere Nebenwirkungen, lokaler oder systemischer Art
detektiert werden?

4) Zeigt sich in der gesunden Maus ein osteoinduktives Potential der Kombination von
BMP-7 und BDI-Hydrogel bei intramedullarer Applikation?

5) Koénnte ein biokompatibles Hydrogel beladen mit Wachstumsfaktoren wie BMP-7
in der Zukunft eine Option darstellen, um sekundare osteoporotische Frakturen des
proximalen Femurs - im Sinne einer prophylaktischen Verstarkung des Knochens
- zu vermeiden?

6) Bedingungen, um Fragestellung 5) zu klaren.
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3 Material und Methoden

Die in diesem Abschnitt aufgefuhrten Arbeiten wurden im ExperiMed Labor der
Chirurgischen Klinik und Poliklinik der LMU Munchen, im Forschungslabor der AG flr
Experimentelle Padiatrie der Universitatsmedizin Rostock und am Institut flr
Experimentelle Chirurgie der Universitatsmedizin Rostock durchgefuhrt.

Grundchemikalien wurden von den Firmen Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland oder Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland bezogen und hatten in der
Regel mindestens p.a.-Qualitat. Die Losungen wurden mit deionisiertem Wasser

angesetzt (lonenaustauscher Destillo 20).

3.1 Die Praparation des BDI-Hydrogels und Versuchsdurchfiihrung
Der Tierversuch wurde unter dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2532-149-13 von der

zustandigen Aufsichtsbehoérde (Regierung von Oberbayern) genehmigt.

a) Préparation des BDI-Hydrogels:

1 g des autoklavierten Polymers (Livimplant GmbH, Starnberg, Deutschland) wurde
unter aseptischen Bedingungen in 9 ml Medium (Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland) drei Tage vor Versuchsbeginn aufgeldst, bei 4° C gelagert und bis zum
Einsatz einmal pro Tag umgeruhrt (37). Am Versuchstag wurde das Hydrogel mit
rhBMP-7 (Olympus Biotech, Mt Waverley, Victoria, Australia) beladen. Die
Konzentration betrug 100 pug/ml rhBMP-7 und wurde unter Berlcksichtigung der
Ergebnisse von Zara et al. ausgewahlt (51). Bis zur Applikation wurde das BDI-
Hydrogel auf Eis gelagert.

b) Durchfiihrung des Tierversuchs:

Fir die in vivo-Testung wurden 36 ausgewachsene, mannliche C57BL/6-Mause im
Alter von 6 Monaten (26,4 g - 32,5 g) verwendet (Firma Charles River Laboratories,

Sulzfeld, Deutschland) und in den Raumen der Zentralen Versuchstierhaltung des
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Klinikums der Universitat Minchen, Campus Innenstadt (LMU) unter SPF | -
Bedingungen (Temperatur 20-22°C, 12/12-Tag-Nacht-Rhythmus) gehalten. Alle Tiere
hatten uneingeschrankten Zugang zu Futter (Alleinfutter fur Zuchtmause, Ssniff,
Soest, Deutschland) und Wasser, wobei die aufgenommene Futtermenge jeden Tag
kontrolliert wurde. Die Trinkflaschen und Kafige wurden zweimal wochentlich gereinigt
bzw. gewechselt. Nach einer Akklimatisationszeit von 2 Wochen wurde mit dem
Versuch begonnen.
Vor der Operation wurden die Versuchstiere in folgende Gruppen randomisiert:
A) Tiere, denen 10 ul Hydrogel + BMP-7 (100 ug/ml) appliziert wurden (BMP-
Gruppe; BMP)
B) Tiere, denen 10 pl reines Hydrogel appliziert wurden (Hydrogel-Gruppe;
Hydro)
C) Tiere, denen intramedullar 10 pl steriles NaCl appliziert wurden (Sham-
Gruppe; Sham)
Pro Gruppe (A-C) ergab sich damit eine Anzahl von 12 Tieren. Die verschiedenen
Gruppen wurden entweder einer Versuchsdauer von 1.) 4 Wochen oder 2.) 12 Wochen
zugeteilt, sodass sich insgesamt 6 Gruppen ergaben (Abb. 1). Bei allen Tieren wurde

die rechte hintere Extremitat operiert.
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36 C57BL/6- Mause

BMP / 12 Mause Hydro / 12 Mause Sham /12 Mause

4 Wochen/ | | 12 Wochen/ 4 Wochen/ | |12 Wochen/ 4 Wochen/ | | 12 Wochen/
6 Mause 6 Mause 6 Mause 6 Mause 6 Mause 6 Mause

Abbildung 1: Aufbau des Tierversuchs

Im Rahmen des operativen Eingriffs wurde den Mausen eine ldentifizierungsnummer
zugewiesen und nach Eintreten der Anasthesie eine Ohrmarkierung zur eindeutigen
Identifizierung durchgefuhrt. Die Injektionsnarkotika, ein Gemisch aus Fentanyl (0,05
mg/kg KGW; Janssen GmbH, Neuss, Deutschland), Midazolam (5 mg/kg KGW;
Roche, Reinach, Schweiz) und Medetomidin (0,5 mg/kg KGW,; Orion Corporation,
Espoo, Finnland) wurde den Tieren intraperitoneal appliziert. Nach dem Einschlafen
wurden zunachst die Augen mit einer Augensalbe (Bepanthen Augen- und
Nasensalbe, Bayer, Leverkusen, Deutschland) geschitzt. Es folgte die einmalige
Gabe von Clindamycin (45 mg/kg KGW; Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland).
Anschlieend wurde die rechte hintere Extremitat rasiert und ausgiebig desinfiziert.
Das Tier wurde fur die Dauer des Eingriffs auf einer Warmeplatte (Beurer, Ulm,
Deutschland) in Rickenlage positioniert, die Sauerstoffzufuhr erfolgte tber einen vor
der Schnauze fixierten Schlauch. Die Mause wurden steril abgedeckt. Nach
ausreichender Anasthesietiefe wurde mit einem Skalpell (Aesculap AG, Tuttlingen,

Deutschland) eine 5 mm Hautinzision anterolateral Gber dem distalen Femur sowie der
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Kniegelenksregion durchgefuhrt. Die weiteren Schritte erfolgten nach der Empfehlung
der intramedullaren Injektion von Zilber et al. und sind in der Abb.2 dargestellt (52).
Wir erweiterten und modifizierten dieses Modell: Nachdem die Patellarsehne durch die
Hautinzision sichtbar gemacht worden war, folgte die Darstellung des lateralen Anteils
des Femurschaftes ohne Durchtrennung von Sehnen oder Bandern. Die
intramedullare Injektion (Volumen: circa 10 pl (52)) erfolgte durch die Patellarsehne
unter Benutzung einer 29 G — Nadel (Terumo Medical Corporation, Somerset, USA),
nachdem mit einem Dentalbohrer (Winkelstick WS-56 E: W&H Group, Blrmoos
Osterreich; Pinlochbohrer: Komet Dental, Lemgo, Deutschland) durch die
Patellarsehne sowie die Kortikalis zwischen den Kondylen des distalen Femurs ein
entsprechendes Loch gebohrt worden war (52). Es folgte eine retrograde Injektion der
Prifsubstanz entsprechend der Gruppenzugehorigkeit, dabei wurde die 29 G-Nadel
bis zum Bereich des proximalen Femurs vorgeschoben. Nach Rekonstruktion der
tiefen Muskulatur wurde im Anschluss die Haut mit einer 4-0 Ethilon-Naht (Ethicon,
Sommerville, USA) verschlossen. Um eine ausreichende Analgesie nach dem
Aufwachen zu gewahrleisten, wurde den Tieren noch in Narkose 0,1 mg/kg
Buprenorphin (Reckitt Benckiser, Mannheim, Deutschland) subkutan injiziert. Diese
Analgesie wurde bis zum 3. postoperativen Tag zweimal taglich wiederholt.

Die Antagonisierung der Narkose erfolgte durch die subkutane Injektion von 0,2 ml
Kochsalzlésung (0,9% NaCl) mit Naloxon (1,2 mg/dl KGW; Inresa Arzneimittel GmbH,
Freiburg im Breisgau, Deutschland), Flumazenil (0,5 mg/kg KGW; Roche, Reinach,
Schweiz) und Atipamezol (2,5 mg/kg KGW; Pfizer, Deutschland, Berlin). Dies
ermdglichte ein schonendes Aufwachen aus der Narkose. Bis zum Erwachen wurden
die Mause unter einer Warmelampe positioniert. Nach der Operation und am 1.-3.

postoperativen Tag wurde den Mausen zur Analgesie zusatzlich Metamizol-haltiges
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Trinkwasser (20 Tropfen auf 500 ml Wasser; Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland)
angeboten, das taglich erneuert wurde.

5 und 2 Tage vor dem jeweils geplanten Versuchsende erfolgte die intraperitoneale
Applikation von 100 pl Calceinlésung (5 mg/ml Calcein in 0,15 M NaCl/2% NaHCQO?3,
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) vor dem Hintergrund einer
folgenden Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie.

Am Ende des Beobachtungszeitraums wurden die Versuchstiere mit Kohlendioxid
euthanasiert und die beiden hinteren Extremitaten entnommen. Die Femora wurden
von den Tibiae getrennt und von umliegendem Bindegewebe sowie Muskulatur
freiprapariert. Die Femora wurden nach Entnahme in Formalin (10%, 24 h, 4°C;
PathoMed Logistik GmbH, Viersen, Deutschland) fixiert, anschlieRend in 70% Ethanol
(24 h, 4°C) und schliel3lich fur die Langzeitkonservierung in 80% Ethanol tberfuhrt und

in diesem Medium bis zur weiteren Analyse bei 4° C gelagert.

Abbildung 2: Modifiziertes intramedulldres Injektionsmodell

a) Operationssitus; b) Darstellung der Patellarsehne; ¢) Erdffnen der Kortikalis mit einem
Dentalbohrer; d) Applikation des Augmentationsmaterials
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3.2 Ex-vivo Analyse der behandelten und nativen Femora

Die Langen der vollstandig von Muskulatur und Bindegewebe freipraparierten Femora
wurden mit einer Schieblehre gemessen (Caput femoris bis zur Fossa intercondylaris).
Von jeder Maus wurde die Mikroarchitektur beider Femora mittels p-
Computertomographie (U-CT) bestimmt, das nicht behandelte kontralaterale Femur
diente dabei als Kontrolle. Aus jeder der sechs Gruppen wurden randomisiert jeweils

zwei Femurpaare in Methylmethacrylat bzw. nach Entkalkung in Paraffin eingebettet.

3.2.1 Rontgentomographische Analyse der Mikroarchitektur

Vor der Analyse im p-CT wurden die Femora aus der Alkohollésung entnommen und
zur Rehydratation Uber einen Zeitraum von 24 h in 0,9% Kochsalzlésung bei 4°C
gelagert. Anschlief3end wurde der Knochen in Frischhaltefolie gewickelt und in einem
Polyprophylenréhrchen fixiert, um einem Austrocknen und Bewegungsartefakten
entgegenzuwirken. Die Réhrchen wurden in Styroporformen auf dem Probenhalter
positioniert und im p-CT (SkyScan 1076 micro-CT, Firma Bruker, Antwerpen, Belgien)
(53, 54) untersucht. Die Einstellungen des Scanvorgangs und der danach folgenden
Rekonstruktion mit quantitativen Analysen kdénnen Tab. 4 entnommen werden. Die
Schnittbilder wurden mit der zum Gerat dazugehoérigen Software (NRecon Version
1.6.6.0, Bruker, Antwerpen, Belgien) rekonstruiert und nach Definition des volume of
interest (VOI) quantitativ analysiert (CTAn, Bruker, Antwerpen, Belgien). Zur
Kalibirierung wurden zwei Proben mit bekannter GréRe und Mineraldichte

(Knochenphantome) unter den gleichen Bedingungen untersucht.
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Tabelle 4: Einstellungen der u-CT und der Schnittbildanalyse

Aufnahme
X-ray 48 kV/200 pA
Filter 0.5 mm Al
pixel size 9 um
pixel matrix 4000 x 2672 pixel
rotation step 0.6°
frame averaging 3

Rekonstruktion

defect pixel masking 20%

beam hardening 30%

misalingment compensation calculated individually
Analyse

tresholding of gray values

cortical bone 100 — 255
trabecular bone 85— 255
removal of white speckles < 30 voxel

Festlegung der volume of interests (VOIs):

Fir jeden Knochen wurden die zu analysierenden Bereiche (VOls) definiert, die
anhand anatomischer Landmarken festgelegt wurden und deren Auswertung nach
einem einheitlichem Protokoll erfolgte (53). Im Folgenden sind die Groke (in ,slices®)
und die Landmarken der jeweiligen Region aufgeflhrt. Abb. 3 stellt eine schematische

Ubersicht der im p-CT untersuchten Knochenregionen dar.
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Abbildung 3: Schematische Ubersicht der untersuchten Femurregionen

Wahrend in den Regionen ,Proximale Metaphyse“ und ,Schenkelhals® sowohl der
kortikale als auch der trabekulare Knochen betrachtet wurde, wurde die Auswertung
im Bereich ,Diaphyse” auf den kortikalen Knochen beschrankt. In der Region ,Distales

Femur® wurde lediglich der trabekulare Knochens analysiert.

- Distales Femur: Die Referenzlinie stellte die distale Wachstumsfuge dar. Die
nach der Rekonstruktion vorliegenden Transversalschnitte wurden ausgehend
vom distalen Knochenende betrachtet und im trabekuldren Knochen das
erstmalige Auftreten einer knorpeligen Bricke, die den Beginn der

Wachstumsfuge definiert, abgewartet (siehe Abb. 4). Ausgehend von dieser
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Landmarke wurde ein Puffer (,offset) von 50 Einzelschnitten (,slices®) nach
proximal gewahlt, bevor ab dem 51. Einzelschnitt (von der distalen

Wachstumsfuge) eine Auswertung uber 300 Einzelschnitte erfolgte (53).

Abbildung 4: Anatomische Landmarke im Bereich der distalen Wachstumsfuge

Knorpelige Verbindung im Bereich des distalen Femurs als Landmarke fir die
Regionen ,Distales Femur® und ,Diaphyse*

- Diaphyse: Die Referenzlinie stellte erneut die distale Wachstumsfuge dar. Es
wurde ein ,offset® von 400 Einzelschnitten definiert; die Region ,Diaphyse”
erstreckt sich Uber 100 Schnitte.

- Proximale Metaphyse: Diese Region beinhaltet 80 Schnitte. Das erste
Schnittbild, das die Aufgabelung im Transversalschnitt in Trochanter major und
Schenkelhals darstellte, war die Referenz. Ausgehend von dieser Gabelung

wurde ein Puffer von 50 Einzelschnitten nach distal gewahlt.
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- Schenkelhals: Sobald das Caput femoris in der Transversalebene erstmalig
ersichtlich wird und sich vom restlichen proximalen Femur aufspaltet, wurde ein
,offset von 15 Schichten nach proximal definiert. Die folgenden 20

Einzelschnitte wurden ausgewertet.

Bei jedem Knochen wurde die Region of interest (ROIl) manuell eingezeichnet. Fur die
Analyse des trabekuldaren Knochens wurde daflir polygonale ROIs gezeichnet,
wahrend der kortikale Knochen als elliptische ROI betrachtet wurde (Abb. 5). Die
Grofle und Form der polygonalen oder elliptischen ROIs wurden manuell alle 5-10
Transversalschnitte nachgezeichnet und dazwischen automatisch durch die Software

angepasst.

a) b)

Abbildung 5: Regions of interest (ROI) im Bereich der Diaphyse
a) Polygonale ROI im trabekuldren Knochen; b) Elliptische ROI im kortikalen Knochen

Fir jede Probe wurden fur die jeweilige Region die in Tab. 5 aufgefihrten Parameter
ermittelt (53). Tab. 6 und Tab. 7 geben einen Uberblick liber die Bedeutung der
unterschiedlichen Knochenstrukturparameter.

Um die Prazision der manuell definierten ROIls zu prifen, wurden vier randomisiert
ausgewahlte Femora in den oben genannten Regionen jeweils dreimal unabhangig

voneinander analysiert. Der Variationskoeffizient war fur keinen Parameter groRRer als
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10%. Mit der Software CT Volume Version 2.2.2.2 (Firma Bruker, Antwerpen, Belgien)

wurden exemplarische dreidimensionale Rekonstruktionen der VOIs angefertigt.

Tabelle 5: Knochenstrukturparameter im py-CT

Kortikaler Knochen

B.Ar/T.Ar, % bone area / tissue area
CtTh, mm cortical thickness
CtBMD, g/cm?® cortical bone mineral density

Trabekuldarer Knochen

BVITV, % bone volume fraction

TbN, 1/mm trabecular number

TbTh, mm trabecular thickness

TbSp, mm trabecular separation

DA degree of aniostropy

TbBMD, g/cm? trabecular bone mineral density

Tabelle 6: Kortikale Knochenstrukturparameter

Kortikale

Bedeutung
Knochenstrukturparameter

Ratio der Gesamtknochenflache zur

B.Ar/T.Ar
Gesamtquerschnittsflache
CtTh Kortikale Schichtdicke
CtBMD Materiemenge pro Rauminhalt im Knochen

Adaptiert nach Schrépfer (54)
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Tabelle 7: Trabekuldre Knochenstrukturparameter

Trabekuléare
Bedeutung
Knochenstrukturparameter
Verhaltnis von Knochenvolumen zum
BVI/TV
gemessenen Gewebe
TbN Zahl der Trabekel
TbTh Dicke der Trabekel
TbhSp Abstand zwischen den Trabekeln
Trabekulare Ausrichtung im Raum (0
DA entspricht voélliger Isotropie; 1
entspricht vélliger Anisotropie)
Mal fur die Materiemenge pro
TbBMD . .
Rauminhalt im Knochen

Adaptiert nach Schrépfer (54)

3.2.2 Praparataufbereitung und Bestimmung der Mineral apposition rate

Die fur die Fluoreszenzmikroskopie ausgewahlten Femora wurden unter
kontinuierlicher Wasserkuhlung mit einer Kreissage parallel zur Sagittalebene mittig
gespalten. Dabei wurde ein Elektromotor (KaVo Werk Dentale Einrichtungen GmbH,
Biberach, Deutschland) mit einem Diamantsageblatt (Gebr. Brasseler GmbH & Co.
KG, Lemgo, Deutschland) verwendet. Beide Knochenfragmente wurden in 70%
Ethanol dehydratisiert und eines der Fragmente in Polymethylmethacrylat (Technovit

9100 neu®, Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Wehrheim, Deutschland) eingebettet.

27



Die Herstellung der auf der Basis von stabilisiertem und entstabilisiertem
Mehylmethacrylat bestehenden Ldésungen ist in Protokoll 1 (im Anhang, Seite 56)
aufgefiihrt Das Protokoll fur die Kunststoffeinbettung (Protokoll 2) ist auf Seite 57
beschrieben (55).

Aus den ungefarbten Femoraschnitte wurden anschlielend mit Laserschnitttechnik
(LLS Rowiak, Hannover, Deutschland) 5 um-Schnitte prapariert und die auf APES-
beschichteten Objekttrager (SuperFrost® Plus, Gerhard Menzel GmbH & Co. KG,
Braunschweig, Deutschland) aufgezogene Schnitte mit Glycerin eingedeckt. Die
Schnitte wurden an einem Fluoreszenzmikroskop (DMI 4000, Leica Microsystems,
Wetzlar) mit digitalen Farb- und Schwarzweil3-Kameras (DFC 320 R2 und DFC 350
Fx) mittels einer geeigneten Software (LAS-Advanced Fluorescence Version 2.3.0)
ausgewertet. Calceinbanden wurden durch Anregung mit blauem Licht
(Anregungsfilter 355-425 nm) sichtbar gemacht (Sperrfilter 470 nm). Bei 200 x
VergrofRerung wurden die Abstande (mid-to-mid) zwischen den Banden (interlabel-
distances) in gleichmaRigen Abstanden an sechs Positionen innerhalb von einem
Gesichtsfeld gemessen, wobei zwei Gesichtsfelder (jeweils 2 Gesichtsfelder im
kortikalen Knochen sowie im trabekuldren Knochen) betrachtet wurden. Daraus wurde
fur jedes Praparat die Mineral apposition rate (MAR) als Quotient aus dem Mittelwert
der Abstande der Banden und dem Zeitintervall der Calceingabe berechnet (Abb. 6)

(55).
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9)
Abbildung 6: Bestimmung der Mineral apposition rate (MAR)

a) Ubersichtsaufnahme, 12,5 x-VergroRerung. WeilRes Kastchen: Ausschnitt, in dem sich b)
befindet b) Exemplarische Veranschaulichung zweier Calcein-Banden. Die Abstande
zwischen zwei Banden wurden dabei mid-to—mid an sechs unterschiedlichen Positionen
gemessen.

3.2.3 Immunhistochemische Untersuchungen zur BMP-7-Expression im
mineralisierten Knochen

Far den immunhistochemischen Nachweis von BMP-7 im Femur dienten ebenfalls die
in Methymethacrylat eingebetteten und auf APES-beschichteten Objekttragern

aufgezogene Dunnschnitte. Das Protokoll (Protokoll 3) ist auf Seite 57 beschrieben.

3.2.4 Histologische Farbungen

FUr die Masson-Goldner-Trichrom- und die Von-Kossa-Hamatoxylin-Eosin-Farbung
wurde zunachst die Dekalzifizierung der ausgewahlten Knochen bei 4°C Uber einen
Zeitraum von 2 Wochen (Usedecalc ®; Medite, Burgdorf, Deutschland) unter taglichem
Wechsel der dekalzifierenden Losung durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgte die

Einbettung in Paraffin.
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Mit einem Rotationsmikrotom wurden Langsschnitte der eingebetteten Femora (5 um)
angefertigt und auf Objekttrager (SuperFrost ® Plus, Gerhard Menzel GmbH & Co.

KG, Brunschweig, Deutschland) aufgezogen.

3.24.1 Masson-Goldner-Trichom-Farbung

Diese Farbung wird zur Darstellung von mineralisiertem Knochen (hellgrin), Osteoid
(rot-orange), Knorpel (violett), kollagenem Bindegewebe (blass-grin), Zellkernen
(schwarz-blau) und Zytoplasma (rot) verwendet und beruht auf den im Protokoll 4

(Seite 59) beschriebenen Losungen (55, 56).

3.24.2 Von-Kossa-Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Nicht-mineralisiertes Osteoid und Kollagen stellen sich in dieser Farbung hellrot-rosa
dar, wahrend sich Zellen violett prasentieren (55, 56). Das Protokoll zu dieser Farbung

findet sich auf Seite 60 (Protokoll 5).
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3.3 Statistische Auswertung
Alle statistischen Berechnungen wurden mit der SPSS Software Version 23.0 (SPSS

Inc, Chicago, lllinois, USA) ausgefuhrt. Die in der deskriptiven Statistik aufgeflihrten
Werte stellen den Median und Spannweite (Minimum und Maximum) bzw. Mittelwert +
Standardabweichung dar. Die Uberpriifung der Daten auf Normalverteilung wurde mit
dem Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefihrt. Bei Normalverteilung erfolgte der
Gruppenvergleich mit einfaktorieller Varianzanalyse (1-way-ANOVA). Bei fehlender
Normalverteilung wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Bei mehr als zwei
Gruppen wurde bei fehlender Normalverteilung der Kruskal-Wallis-Test angewendet.
Sowohl bei der einfaktoriellen Varianzanalyse als auch bei Verwendung des Mann-
Whitney-U-Tests/Kruskal-Wallist-Test wurden ggf. post-hoc-Analysen durchgefiihrt,
um statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu lokalisieren. Ein p-
Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Bei insgesamt 714 Vergleichen wurde zur Vermeidung der Alphafehler-Kumulierung
eine Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt (57). Das adjustierte Signifikanzniveau p*
betrug 0,00007 und wurde gemaf der Formel p* = a/ n (a=Signifikanzniveau von 0,05;

n=Anzahl der durchgefuhrten Tests) berechnet.
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4 Ergebnisse

41 Allgemeine Beobachtungen

Bei allen Versuchstieren verlief die Operation komplikationslos. Wahrend des ersten
und zweiten postoperativen Tages verhielten sich die Tiere etwas ruhiger als
praoperativ. Allerdings waren die Futter- und Wasseraufnahme unbeeintrachtigt und
wir verzeichneten bei allen Mausen einen guten Allgemein- und Ernahrungszustand.
Die Operationswunde prasentierte sich allzeit reizlos, trocken und ohne lokale
Infektionszeichen. Die mittlere Femurlange am Versuchsende betrug in der 4 Wochen-
Gruppe 16,00 £ 0,41 mm rechts und 16,02 £ 0,42 mm links, in der 12 Wochen-Gruppe

16,16 £ 0,59 mm rechts und 16,17 + 0,42 mm links.

4.2 Die Knochenmikroarchitektur im p-CT

Im Folgenden ist unter 4.2.1 und 4.2.2 der trabekulare und kortikale Knochen
quantitativ analysiert und nach den unterschiedlichen Knochenregionen (1.
Schenkelhals, 2. Proximale Metaphyse, 3. Diaphyse, 4. Distales Femur) sortiert. In
jeder Region wurden A) zunachst die Knochenstrukturparameter der operierten
rechten Seite zwischen den Gruppen (Sham, Hydrogel, BMP) und in Relation zur
Versuchsdauer miteinander verglichen. Ebenso wurden unter A) die Ergebnisse der 4
Wochen-Gruppe pro Behandlungsgruppe und pro Lokalisation mit der 12 Wochen-
Gruppe verglichen. Anschlielend folgte unter B) der Gruppenvergleich und der
Vergleich der beiden Versuchsendpunkte auf der nicht-operierten linken Seite. Unter
C) wurde pro Parameter die rechte Seite mit der linken Seite in Abhangigkeit von der
Versuchsdauer verglichen. Alle Parameter sind in Median und Range (Minimum-

Maximum) angegeben.
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4.2.1 Quantitative Analyse des trabekularen Knochens
1. Schenkelhals

A) Auf der operierten rechten Seite konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede weder zwischen den Gruppen noch zwischen den verschiedene
Versuchsdauern verzeichnet werden. Der Parameter DA war zu beiden
Zeitpunkten (4 Wochen / 12 Wochen) aus technischen Grinden nicht auswertbar.
Die absoluten Werte sind in Tab. 8 (im Anhang, S. 61) abgebildet.

B) Auf der nicht-operierten linken Seite konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede weder zwischen den Gruppen noch zwischen den verschiedene
Versuchsdauern detektiert werden. Der Parameter DA war zu beiden Zeitpunkten
(4 Wochen / 12 Wochen) aus technischen Griinden nicht auswertbar. Die absoluten
Werte sind in Tab. 9 (im Anhang, S. 62) dargestellt.

C) Der Parameter TbSp in der 4 Wochen-Gruppe zeigte sich auf der nicht-operierten
linken Seite in der Sham-Gruppe signifikant erhéht im Vergleich zur operierten
rechten Seite. In der 12 Wochen-Gruppe zeigt sich TbTh links im Vergleich zu
rechts in der Hydrogel-Gruppe signifikant erniedrigt. DA war zu beiden Zeitpunkten
aus technischen Grunden nicht auswertbar. Die absoluten Werte sind in Tab. 10

(im Anhang, S. 63) dargestellt.

2. Proximale Metaphyse

A) Auf der operierten rechten Seite konnte bezlglich der Parameter BV/TV und
TbBMD nach 12 Wochen ein Maximum in der Hydrogel-Gruppe erzielt werden,
wahrend die BMP-Gruppe nach 12 Wochen die hiéchsten Werte bezlglich DA
erzielte. Im zeitlichen Verlauf kam es zu einer Abnahme der BV/TV in der Sham-

Gruppe, wahrend die BMP-Gruppe nach 12 Wochen einen signifikant hdheren
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B)

A)

B)

Wert bezlglich DA erzielte als nach 4 Wochen. Die absoluten Werte sind in Tab.
11 (im Anhang, S. 64) dargestellt.

Auf der nicht-operierten linken Seite erzielte der Parameter TbTh in der Hydrogel-
Gruppe in der 12 Wochen-Gruppe einen signifikant erhdhten Wert im Vergleich zur
Sham-Gruppe, befand sich jedoch auf dem gleichen Niveau wie die BMP-Gruppe.
Zwischen den beiden Versuchsdauern konnten keine Unterschiede detektiert
werden. Die absoluten Werte sind in Tab. 12 (im Anhang, S. 65) dargestellt.

Im Seitenvergleich zeigte die 4 Wochen-Gruppe in der Sham-Behandlung einen
signifikant erhdhten TbTh-Wert auf der operierten rechten Seite im Vergleich zur
kontralateralen Seite. In der Hydrogel-Gruppe wiesen BV/TV, TbN und TbBMD
nach 4 Wochen statistisch signifikant niedrigere Werte auf der operierten rechten
Seite auf als auf der nicht-operierten linken Seite. In der 12 Wochen-Gruppe zeigte
sich die Hydrogel-Gruppe bezuglich TbTh signifikant erhdoht auf der nicht-
operierten linken Seite. In der BMP-Gruppe nach 12 Wochen war DA rechts
signifikant erhéht, wahrend TbBMD rechts signifikant im Vergleich zur Gegenseite

erniedrigt war. Die absoluten Werte sind in Tab. 13 (im Anhang, S. 66) dargestellt.

3. Distales Femur

Auf der operierten rechten Seite bestand nach 4 Wochen im Vergleich zur BMP-
Gruppe eine statistisch signifikante Uberlegenheit der Hydrogel-Gruppe beziiglich
der Parameter TbN und BV/TV. In der Sham-Gruppe entwickelten TbTh und TbSp
hdéhere Werte im zeitlichen Verlauf. Die absoluten Werte sind in Tab. 14 (im
Anhang, S. 67) dargestellt.

Auf der nicht operierten linken Seite konnten in der BMP-Gruppe bezuglich der
Parameter BV/TV und TbTh signifikant hdhere Werte in der 12 Wochen-Gruppe als

in der 4 Wochen-Gruppe erzielt werden. Zwischen den verschiedenen Gruppen
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konnten keine Unterschiede detektiert werden. Die absoluten Werte sind in Tab.
15 (im Anhang, S. 68) dargestellt.

C) Im Seitenvergleich zeigte sich DA nach 4 Wochen in der Sham-Gruppe signifikant
auf der linken Seite erhdht im Vergleich zur operierten Seite. Ansonsten wies die
BMP-Gruppe links nach 12 Wochen bezuglich der Parameter BV/TV, TbN und
TbBMD signifikant hdhere Werte als die rechte Seite auf, wahrend TbSp rechts im
Vergleich zur Gegenseite signifikant erhoht war. Die absoluten Werte sind in Tab.

16 (im Anhang, S. 69) dargestellt.
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4.2.2 Quantitative Analyse des kortikalen Knochens
1. Schenkelhals

A) Auf der operierten rechten Seite zeigte der Parameter CtBMD zum Zeitpunkt 4
Wochen den signifikant hochsten Wert in der Sham-Gruppe. Des Weiteren zeigte
der Parameter CtBMD in der Hydrogel-Gruppe eine signifikante Zunahme
zwischen 4 und 12 Wochen. Der Parameter CtTh war aus technischen Grinden
in der 12 Wochen-Gruppe nicht auswertbar. Die absoluten Werte sind in Tab. 17
(im Anhang, S. 70) dargestellt.

B) Aufder nicht-operierten linken Seite zeigten sich keine Unterschiede zwischen den
Gruppen. Der Parameter CtBMD zeigte eine signifikante Zunahme zwischen 4 und
12 Wochen in der Sham-Gruppe. Der Parameter CtTh war aus technischen
Grinden in der 12 Wochen-Gruppe nicht auswertbar. Die absoluten Werte sind in
Tab. 18 (im Anhang, S. 71) dargestellt.

C) Im Seitenvergleich konnten bezlglich des Parameters CtBMD in der Sham-
Gruppe und des Parameters B.ar/T.ar in der Hydrogel-Gruppe in der 4 Wochen-
Gruppe signifikant erniedrigte Werte auf der linken als auf der rechten Seite
verzeichnet werden. In der 12 Wochen-Gruppe zeigte sich der Parameter CtBMD
in der Sham-Gruppe auf der linken Seite im Vergleich zu rechts signifikant erhdht.

Die absoluten Werte kdnnen der Tab. 19 (im Anhang, S. 72) enthommen werden.

2. Proximale Metaphyse

A) Auf der operierten rechten Seite kam es im zeitlichen Verlauf zu einer Zunahme
der CtBMD in der Hydrogel- und BMP-Gruppe. In der 4 Wochen-Gruppe zeigte sich
ein signifikant hoherer Wert der CtBMD in der Sham-Gruppe im Vergleich zur
Hydrogel-Gruppe. Nach 12 Wochen konnte bezuglich CtBMD und B.ar/T.ar ein

Maximum in der Hydrogel-Gruppe erreicht werden. Der Parameter CtTh war in der
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12 Wochen-Gruppe aus technischen Grinden nicht auswertbar. Die absoluten
Werte kénnen der Tab. 20 (im Anhang, S. 73) entnommen werden.

B) Auf der nicht-operierten linken Seite konnten keine Unterschiede zwischen den
Gruppen verzeichnet werden. In der BMP- und in der Hydrogelgruppe ist ein
Anstieg der CtBMD im zeitlichen Verlauf zu erkennen. Der Parameter CtTh war in
der 12 Wochen-Gruppe aus technischen Grinden nicht auswertbar. Die absoluten
Werte kénnen der Tab. 21 (im Anhang, S. 74) entnommen werden.

C) In der Hydrogel-Gruppe erzielte B.ar/T.ar nach 4 Wochen auf der rechten Seite
einen signifikant erhéhten Wert im Vergleich zu Gegenseite. In der Sham-Gruppe
war CtBMD nach 4 Wochen ebenso rechts im Vergleich zu links signifikant erhdht.
In der 12 Wochen-Gruppe wies die rechte Seite bei B.ar/T.ar einen signifikant
hdéheren Wert auf als die linke Seite. In der BMP-Gruppe war CtBMD links
signifikant hdher nach 12 Wochen als rechts. Die absoluten Werte kénnen der Tab.

22 (im Anhang, S. 75) entnommen werden.

3. Diaphyse

A) Auf der operierten rechten Seite erzielte die BMP-Gruppe nach 12 Wochen einen
signifikant hdheren Wert bei B.ar/T.ar als die Sham- und die Hydrogel-Gruppe.
Bezuglich des Parameters CtBMD erreichte die Hydrogel-Gruppe im Vergleich zu
der Sham-Gruppe einen signifikant hoheren Wert in der 12 Wochen-Gruppe.
Wahrend B.ar/T.ar im zeitlichen Verlauf in der Sham-Gruppe abnahm, kam es zu
einem signifikanten Anstieg im zeitlichen Verlauf bezuglich CtBMD in der Hydrogel-
Gruppe. Die absoluten Werte kdnnen der Tab. 23 (im Anhang, S. 76) entnommen
werden.

B) Auf der nicht-operierten linken Seite erreichte der Parameter CtBMD sowohl in der

Hydrogel-Gruppe wie auch in der BMP-Gruppe hohere Werte im zeitlichen Verlauf.
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Ein Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen konnte nicht detektiert
werden. Die absoluten Werte kdnnen der Tab. 24 (im Anhang, S. 77) enthommen
werden.

C) In der 12 Wochen-Gruppe zeigte sowohl die Sham- als auch die BMP-Gruppe
bezlglich CtBMD links signifikant hdhere Werte als rechts. Die absoluten Werte

kénnen der Tab. 25 (im Anhang, S. 78) entnommen werden.

4.3 Vergleich der unterschiedlichen Knochenregionen im p-CT

Die Tab. 26 und Tab. 27 (im Anhang, S. 79-80) stellen signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Knochenarealen - geordnet nach den
Knochenstrukturparametern,  den Behandlungsgruppen und den  zwei
Versuchszeitraumen auf der operierten rechten Seite dar, wobei alle Parameter in
Median und Range (Minimum/Maximum) angegeben sind. Die Abb. 7 zeigt
exemplarisch anhand der Sham-Gruppe der operierten rechten Seite zum Zeitpunkt
vier Wochen und anhand des Parameters CtTh die signifikanten Unterschiede der
Knochenmikroarchitektur zwischen den untersuchten Knochenregionen pro
Parameter und pro Untersuchungszeitraum (Median (range): Schenkelhals 0,103 mm
(0,098-0,106 mm), proximale Metaphyse 0,117 mm (0,115-0,125 mm), Diaphyse
0,144 mm (0,129-0,158 mm); p=0,0421; die Vergleich der Werte der drei Regionen
untereinander (Schenkelhals vs. proximale Metaphyse, Schenkelhals vs. Diaphyse
und proximale Metaphyse vs. Diaphyse) zeigten jeweils ein statistisch signifikanten
Unterschied (jeweils p <0,05; ohne Anwendung einer Alpha-Korrektur). Vergleichbare
Beobachtungen konnten bezlglich anderer Knochenstrukturparameter in allen drei

Behandlungsgruppen gemacht werden (siehe Tab. 26 und Tab. 27).
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Abbildung 7: Vergleich der unterschiedlichen Knochenregionen
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4.4 Ergebnisse der histologischen und immunhistochemischen Analysen

1) Mineral apposition rate (MAR)

Bezuglich der MAR konnten weder im trabekuldaren noch im kortikalen Knochen
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen, dem Behandlungszeitraum oder

den operierten und den nicht-operierten Femora gezeigt werden.

2) Masson-Goldner- und Von-Kossa-Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Auch die lichtmikroskopische Auswertung wurde in den vier Regionen (Distales Femur,
Diaphyse, proximale Metaphyse, Schenkelhals) durchgefuhrt. Hierbei wurde das
Augenmerk auf lokale Zeichen einer Entziindung, auf Knochenneubildung, auf
Nekroseareale und Unterschiede zwischen operierter und nicht-operierter Seite
gerichtet. Hierfur wurden alle ausgewahlten Schnitten unter aufsteigenden

VergrofRerungen untersucht und fotografisch dokumentiert.

Feststellungen:

1) In keinem der Praparate konnte ein Bohrlochkanal oder ein Defektareal als Folge
der interkondylaren Kanulierung detektiert werden.

2) In keinem der Praparate fanden sich Hinweise auf eine Nekrose, unabhangig von
Gruppenzugehdrigkeit und Beobachtungszeitraum.

3) In keiner Versuchsgruppe konnte neu gebildetes Osteoid oder eine Neubildung von
Knochen- oder Knorpelgewebe in den untersuchten Regionen nachgewiesen
werden. Ebenso konnte kein Knorpelschaden festgestellt werden.

4) Lokale Entzindungszeichen im Sinne einer grélkeren Ansammlung von
Granulozyten oder umschriebene Entziindungsherden konnten in keinem der

untersuchten Praparate identifiziert werden.
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Zusammenfassend waren lichtmikroskopisch keine relevanten Unterschiede zwischen
den verschiedenen Gruppen oder interindividuell feststellbar. Exemplarisch zeigen die
Abb. 8 und Abb. 9 die sechs unterschiedlichen Gruppen in der Region ,Distales Femur*

auf Hohe der distalen Wachstumsfuge.

4 Wochen 12 Wochen

links rechts

Abbildung 8: Masson-Goldner-Trichom-Farbung

Darstellung der sechs unterschiedlichen Gruppen in der Region ,Distales Femur* auf Hohe
der distalen Wachstumsfuge. Der weilde Streifen jeweils rechts unten entspricht 100 um.
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4 Wochen

12 Wochen

Abbildung 9: Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Darstellung der sechs unterschiedlichen Gruppen in der Region ,Distales Femur* auf Hohe

der distalen Wachstumsfuge. Der weilde Streifen jeweils rechts unten entspricht 100 um.

3) Immunhistochemischer Nachweis von BMP-7

BMP-7 konnte in allen osteogenen Zellen im epi-, meta-, und diaphysaren Bereich
nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich keine erhdhte Expression von BMP-7 in der
BMP-7-Gruppe im Vergleich zu der Sham- oder Hydrogel-Gruppe. Aus diesem Grund

beschrankt sich die Darstellung der Immunhistochemie in Abb. 10 auf exemplarische

Beispiele.
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12 Wochen

Abbildung 10: Immunhistochemischer Nachweis von BMP-7

Darstellung der unterschiedlichen Gruppen. Der weil3e Streifen jeweils rechts unten
entspricht 100 um.
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5 Diskussion

Primares Ziel der vorliegenden Studie war die Etablierung eines in vivo-Modells, um
zukunftig die Eignung eines Wachstumsfaktor-beladenen Hydrogels zur Augmentation
des proximalen Femurs zu evaluieren. Klinisch koénnte eine prophylaktische
Augmentation der kontralateralen Seite wahrend der operativen Versorgung einer
proximalen Femurfraktur Anwendung finden, da Patienten nach stattgehabter
Osteoporose-assoziierter Huftfraktur ein hohes Risiko flr eine Fraktur der Gegenseite
haben. In der vorliegenden Studie wurde die lokale intramedullare Augmentation eines

mit dem Wachstumsfaktor BMP-7 beladenen BDI-Hydrogels getestet.

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Das Tiermodell und die Wahl der Versuchsendpunkte

Um die Biokompatibilitdt sowie die Funktionalitdt des operativen Zugangs zu
charakterisieren, sind standardisierte Bedingungen notwendig, sodass fur dieses
Versuchsvorhaben ein etabliertes Tiermodell verwendet wurde. Zudem unterliegen die
Mechanismen der Regulation und Steuerung des Knochens komplexen biologischen
Ablaufen, welche die Einbeziehung eines Gesamtorganismus erforderlich machen.
Groltiere wie Schweine oder Hunde haben zwar den Vorteil, dass fiur den Menschen
entwickelte Operationsmethoden relativ leicht zu Ubertragen sind, andererseits sind
diese Tiere jedoch nicht nur in der Anschaffung, sondern auch in der Haltung
wesentlich teurer als Mause oder Ratten (58). Ein Nachteil von Mausen ist die geringe
KorpergrolRe, die groRere Anforderungen an den Operateur mit sich bringt. Zudem
besteht der Lamellenknochen ausschlieldlich aus primaren Osteonen und ist nicht,
anders als bei groleren Saugetieren, in Haverssystemen organisiert (58, 59).

In dieser Arbeit wurde mit C57BL/6-Mausen gearbeitet, eines der am haufigsten zur

Untersuchung des Knochenmetabolismus verwendeten Mausstamms, wodurch eine
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gute Evaluation der Ergebnisse mit anderen Studien ermdglicht werden kann
(Fragestellung 1) (60). In dieser Machbarkeitsstudie wurden ausschlie3lich mannliche
Tiere im Alter von 6 Monaten untersucht, um eventuelle hormonelle Einflisse zu
reduzieren. Sollte es bei diesen ausgewachsenen, aber noch jungen Versuchstieren
durch die Behandlung zu einer Stimulation der Knochenbildung kommen, ware ein
derartiger Effekt bei alteren bzw. Tieren mit zugrundeliegender Osteoporose ebenso
wahrscheinlich. Gemal} Halloran et al. sind C57BL/6-Mause sehr gut geeignet, um
altersbedingten Knochenverlust zu untersuchen (Fragestellung 1) (61). Halloran et al.
beschrieben, dass es bei mannlichen C57BL/6-Mausen mit zunehmenden Alter zu
einer verminderten BMD, BV/TV, TbN, DA, CtTh und CtBMD kommt. Wahrend sich
die TbTh im Mausmodell ab einem Alter von 5 %2 Monaten konstant verhalt, zeigt sich
die TbSp ab einem Alter von 1 %2 Monaten im Vergleich zum Ausgangswert erhdht
(61). Perkins et al. beschrieben, dass die kortikale Dicke bei C57BL/6-Mausen
zwischen 6 und 24 Monaten gegenuber der Ausgangsdicke um 14% abnimmt (62).
Nach einer ersten Testung im Kadavermodell wurde in der vorliegenden Studie die
intramedullare retrograde Femur-Injektion nach Zilber et al. verwendet (52). Dieser
Ansatz zeichnet sich durch eine geringe Invasivitat aus, da ausschlieRlich im Bereich
zwischen den Kondylen ein kortikaler Defekt gesetzt wird, um eine 29 G-Nadel bis zum
Schenkelhals innerhalb des intramedullaren Raumes vorzuschieben und die
Testsubstanz zu applizieren. Im Kadavermodell zeigte sich eine homogene Verteilung
des Hydrogels im gesamten Femur (Fragestellung 1).

Fulminante Nebenwirkungen wie lokale oder systemische Infektzeichen (Ausbildung
von Knochenzysten, Weichteilschwellungen etc. (63)) konnen in diesem Tiermodell
detektiert werden, bevor in weiteren Studien die therapeutischen Effekte an
osteoporotischen Mausen Uberpruft werden (Fragestellungen 1-3).

In vitro-Versuche zeigten die konstante Freisetzung von BMP-7 aus dem BDI-Hydrogel

45



Uber einen Zeitraum von 38 Tagen (Dr. rer. nat. Ines Westphal, LMU Mdunchen;
unveroffentlichte Daten). Die Beobachtungsintervalle von 4 und 12 Wochen sollten
einen Inflammationszeitraum abdecken sowie eine potentielle prolongierte Wirkung
darUber hinaus in vivo aufzeigen im Sinne einer Erfassung von akuten wie auch

Langzeiteffekten.

5.1.2 Die Wahl der BMP-7-Konzentration im BDI-Hydrogel

Da bei zu hohen Dosen von BMPs im Tiermodell eine Ausbildung von Knochenzysten,
inflammatorische Reaktionen wie Weichteilschwellungen und ein kanzerogenes
Potential beschrieben wurden (51, 64), wahlten wir in Analogie zu publizierten Daten
eine Konzentration von 100 ug rhBMP-7/ml BDI-Hydrogel (51).

Bei gleicher relativer Aktivitat von BMP-2 und BMP-7 bei héheren Dosierungen (65),
konnten Zara et al. zeigen, dass in der Ratte BMP-2-Konzentrationen zwischen 5 und
10 pg/ml nicht ausreichend wirksam sind, wahrend ab einer Konzentration von
30 ug/ml eine osteoinduktive Wirkung ohne Nebenwirkungen festgestellt werden
konnte. Dosierungen ab 150 pg/ml zeigten zwar eine gute Wirksamkeit, jedoch
konnten die oben aufgefuhrten Nebenwirkungen beobachtet werden (51).

In der Literatur wird zudem eine Aktivierung von Osteoklasten durch hohe
Konzentrationen von BMP-7 beschrieben (42, 66, 67), sodass auch diese
Beeinflussung bei der Wahl der BMP-7-Konzentration im BDI-Hydrogel zu beachten
ist.

Bisher wurde die Freisetzung von BMP-7 aus dem BDI-Hydrogel von uns nur in vitro
nachgewiesen, jedoch beschrieben sowohl Samorezov et al. (68) als auch
Azagarzamy et al. (69) reduzierte Freisetzungen von Wachstumsfaktoren aus
Hydrogelen. Daher sollte in Folgestudien die in vivo-Freisetzung quantitativ bestimmt

werden.
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5.1.3 Die Untersuchungstechniken

Die dreidimensionale Analyse der Knochenmikroarchitektur erfolgte durch
hochauflésende p-CT-Analyse. Durch Orientierung an anatomischen Landmarken
wurde eine standardisierte Auswertung der Knochen sichergestellit.

Mit den aktuell erhaltlichen p-CT Scannern kdnnen Auflésungen erzielt werden, die
ausreichend sind, um Trabekel der Maus zu untersuchen, die eine Dicke von circa 20-
30 ym haben (54, 70). Damit ist das p-CT der histologischen Analyse, die
notwendigerweise auf 2zwei Dimensionen beschrankt ist, im Rahmen der
Knochenmikrostrukturanalyse deutlich Uberlegen. DarUber hinaus ermdglicht das p-
CT die schnelle Auswertung gréfRerer Volumina (54).

Trotz dieser Vorteile sind die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen nicht immer
vergleichbar (54, 71): Ursache hierflr sind neben der Aufldsung unter anderem die
Einstellung des Schwellenwertes (threshold), d.h. des Grenzwertes fir die
Transformation des Rohbildes in ein Binarbild (schwarz-weil3), in dem die
Zielstrukturen gegen den Hintergrund bzw. nicht-interessierende Strukturen
abgegrenzt sind (54). Hildebrand et al. beschrieben einen Zusammenhang zwischen
dem relativen Knochenvolumen (BV/TV) und der Héhe des Schwellenwertes: Eine
Schwellenwertanderung um 10% fuhrte zu einer Veranderung des relativen
Knochenvolumens um 5% (54, 72).

Es wird zwischen einem globalen und einem lokalen Schwellenwertvorgehen
unterschieden. Wahrend beim globalen Vorgehen ein Schwellenwert fur das gesamte
Bild festgelegt wird und Helligkeitsschwankungen innerhalb des Bildes nicht zum
Tragen kommen, liegen dem lokalen Verfahren Graustufenschwankungen innerhalb
der Aufnahme zugrunde (54). Aufgrund des guten Kontrastes zwischen Knochen und

umgebenden Gewebe und um die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Scans zu
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gewahrleisten (54), wurde in dieser Arbeit ein unterer Schwellenwert von 85 fir den
trabekularen und 100 fur den kortikalen Knochen gewanhlt (54).

Da in der y-CT-Analyse zellulare Vorgange nicht dargestellt werden kdénnen, haben
wir zusatzliche Untersuchungen an Ultradinnschnitten durchgefthrt, um die zellulare
Morphologie im mineralisierten sowie demineralisierten Knochen auch im Hinblick auf

inflammatorische Geschehen zu beschreiben.

5.2 Bewertung der allgemeinen Beobachtungen

Kein Tier musste verfriht aus dem Versuch genommen werden, lokale oder
systemische Nebenwirkungen konnten nicht beobachtet werden, was gemal den
Forderungen von Cal6 et al. flir eine Biokompatibilitat der Kombination aus BDI-

Hydrogel und BMP-7 spricht (73) (Fragestellung 2).

5.3 Diskussion der histomorphometrischen und immunhistochemischen
Ergebnisse

In den histologischen Farbungen (HE, MG) konnten weder Unterschiede zwischen den
Gruppen noch zwischen operierten und nicht-operierten Femora auf zellularer Ebene
festgestellt werden. Ebenso zeigten sich in der fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung keine signifikanten Unterschiede. Diese Beobachtungen unterstitzen
die Hypothese, dass eine ausreichende Biokompatibilitat vorliegt: Schwere
Nebenwirkungen waren mit hoher Wahrscheinlichkeit offenkundig geworden (74)

(Fragestellungen 2 und 3).

5.4 Diskussion der py-CT-Untersuchungen

Um die Ergebnisse der y-CT einzuordnen und zu standardisieren, wurden in einigen
Studien die Ergebnisse der u-CT-Analyse mit konventionellen histomorphometrischen
Methoden verglichen (54, 71, 75, 76): In diesen Arbeiten wurde offenkundig, dass die
M-CT-Analysen  eine  starke Korrelation  zu den  zweidimensionalen

histomorphometrischen Analysen haben.
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Gemal dieser Korrelation verhalten sich die Ergebnisse der vorliegenden y-CT-
Auswertung. Zwar kénnen unabhangig von den betrachteten Knochenregionen
vereinzelt signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen beobachtet
werden, bei Korrektur fir multiples Testen stellten sich diese jedoch als nicht

signifikant dar (Fragestellung 4).

5.4.1 Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungen

Folgende Hypothese wurden vor Auswertung der p-CT-Daten aufgestellt:

Hinweisend flr ein osteogenes Potential von BMP-7 und BDI-Hydrogel ware eine

Zunahme (BV/TV, TbN, TbTh, DA, BMD, B.ar/T.ar, CtTh, CtBMD) bzw. eine Abnahme

(TbSp) der Werte der Knochenstrukturparameter auf der mit BMP-7 behandelten Seite

relativ zur unbehandelten und / oder zur Behandlung mit BDI-Hydrogel bzw. NaCl. Bei

Vorliegen der richtigen Konzentration von BMP-7, der Wahl eines geeigneten Modells

und einer adaquaten Freisetzung von BMP-7 kdénnte eine osteoinduktive Wirkung

unter der Annahme einer lokalen Wirksamkeit beobachtet werden.

Wie bereits unter 5.4 aufgefuhrt, zeigt der Blick auf einzelne Parameter nur wenige

signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungen, die nach

Durchfuhrung einer Alpha-Korrektur als nicht mehr signifikant angesehen werden

kénnen, sodass ein relevanter Unterschied als nicht wahrscheinlich gilt (Fragestellung

4).

Dies kann folgenden Ursachen haben:

1) Wahl einer zu niedrigen BMP-7-Konzentration im BDI-Hydrogel

2) Wahl einer zu hohen BMP-7-Konzentration im BDI-Hydrogel

3) Mangelnde Freisetzung von BMP-7 aus dem BDI-Hydrogel

4) Vorzeitiges Abfluten von BMP-7 durch prolongierte Festigung des BDI-Hydrogels
in der proximalen Metaphyse

5) Wahl eines ungeeigneten Tiermodells
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6) Wahl von inadaquaten Versuchsendpunkten

Zu den Punkten 1), 2) und 3): Wie unter 5.1.2 aufgefihrt, wurde die Dosierung von
BMP-7 gemal Zara et al. ausgewahlt (51). Dennoch bleibt zu diskutieren, ob die bisher
in der Literatur angegeben Konzentrationen von BMP-7 auch auf unser BDI-Hydrogel
zu Ubertragen sind. Gemaf Paul et al. kann eine zu niedrige Konzentration zudem zu
einem verzogerten ,release“ von BMPs aus Hydrogelen fuhren (77).

Zu Punkt 4): Volkmer et al. konnten ein unmittelbares Ausharten des BDI-Hydrogels
bei Kérpertemperatur nachweisen (78); tritt dieser Prozess jedoch nicht ein, kommt es
gegebenenfalls zu einem Abfluten von BMP-7, das ohnehin eine kurze Halbwertszeit
in vivo aufweist (41).

Zu Punkt 5): Die haufigste in vivo-Verwendung findet BMP-7 im Rahmen von
Pseudarthrosemodellen (79). Jedoch wurde die Wirksamkeit von BMP-7 von Zara et
al. ebenso in minimal-invasiven Modellen beschrieben (51), sodass wir das wenig
invasive Injektionsmodell nach Zilber et al. verwendeten (52). Da unser primares Ziel
war, ein geeignetes Modell zu etablieren und die Biokompatibilitdt nachzuweisen,
entschieden wir uns fur die Verwendung von C57BL/6-Mausen. Gegebenenfalls kann
in diesen gesunden Mausen jedoch maoglicherweise kein osteoinduktives Potential von
BMP-7 nachgewiesen werden, da durch den kortikalen Bohrlochdefekt und den
Vorschub der 29-Nadel die Homdostase des Knochens eventuell nicht bzw. nur gering
verandert wurde. Gegebenenfalls waren die von uns gewahlten Mause zu jung und es
wurden im Falle eines osteoporotischen Knochenmetabolismus verstarkt
osteoinduktive Wirkungen verzeichnet werden (Fragestellung 1). Weitere Versuche

mussen diese Vermutung klaren (siehe 5.5).
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Zu Punkt 6): In vitro konnte eine konstante Freisetzung von BMP-7 aus dem Hydrogel
uber 28 Tage nachgewiesen werden. Ein Verpassen des ,peaks“ der BMP-7-

Freisetzung in vivo ware jedoch auch mit den vorliegenden Ergebnissen vereinbar.

5.4.2 Einfluss der Zeit

Halloran et al. beschrieben eine Veranderung der Knochenstrukturparameter beim
Alterungsprozess der C57BL/6-Maus (61). Wahrend die Parameter BV/TV und
B.ar/T.ar im zeitlichen Verlauf abnahmen und TbSp zunahm und diese damit den
Beobachtungen von Halloran et al. entsprechen, konnte unabhangig von der
Gruppenzugehdrigkeit in einigen Fallen eine Zunahme von DA, TbTh und CtBMD im
zeitlichen Verlauf verzeichnet werden. Bei der Mehrheit konnte jedoch zwischen den
beiden Beobachtungszeitraumen (4 Wochen / 12 Wochen) keine signifikanten

Unterschiede beobachtet werden.

5.4.3 Vergleich der unterschiedlichen Knochenregionen

In unserem Versuch konnten die Beobachtungen von Bagi et al. bestatigt werden, dass
sich die Knochenmikroarchitektur signifikant zwischen den unterschiedlichen
Knochenregionen jedes Individuums unterscheidet (siehe 4.3) (80).
Zusammenfassend zeigen diese Beobachtungen, dass eine Knochenregion nicht
reprasentativ fur die Mikroarchitektur des gesamten Knochens betrachtet werden

kann.

5.5 Klinische Relevanz und Ausblick

Unter Osteoporose ist eine Krankheit des hohen Alters zu verstehen, die aufgrund des
demographischen Wandels von zunehmender Bedeutung sein wird (81). Es gibt
bereits viele Madoglichkeiten der Osteoporoseprophylaxe und -therapie und zur
Vermeidung initialer sowie sekundarer osteoporotischer Frakturen. Ein neuer Ansatz
wlrde jedoch die minimal-invasive prophylaktische Augmentation des

osteoporotischen Femurs bei Fraktur des kontralateralen proximalen
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Oberschenkelknochens darstellen. Obwohl diese Augmentation einen zusatzlichen,
wenn auch minimal-invasiven, operativen Eingriff darstellt, kdnnte damit die
Notwendigkeit einer langjahrigen Medikation minimiert werden (82). Ein
osteoinduktives, biokompatibles Material wirde in diesem Kontext ein geeignetes
Augmentationsmaterial darstellen. Da die Kombination von BMP-7 und BDI-Hydrogel
bisher noch nicht in vivo erprobt wurde, ist diese Arbeit der erste Schritt — im Sinne
einer Pilotstudie - zur Uberpriifung der Biokompatibilitit und Etablierung eines
geeigneten Tiermodells. Obwohl der Versuch vor dem Hintergrund einer moglichen
Behandlung von Patienten mit Osteoporose steht, werden weitere Schritte notwendig
sein, um einer potentiellen klinischen Anwendung naherzukommen. Kritisch muss an
dieser Stelle hinterfragt werden, ob in gesunden Mausen wie hier verwendet, ein
signifikanter osteoinduktiver Effekt erwarten werden kann. Sowohl der kortikale wie
auch der trabekulare Knochen wurde gemal dem Modell von Zilber et al. (52)
affektiert, jedoch wurde hiermit die Knochenhomobostase mdglicherweise nicht bzw.
nur in geringem Mal3e beeinflusst. Zu diskutieren bleibt, ob mit einem groRerer Defekt
im Sinne eines ,critical-size“-Modells die Wirkung von BDI-Hydrogel und BMP-7 auf
die geschaffene Pseudarthrose Uberprift worden ware.

Um den Fragestellungen 5) und 6) hinsichtlich der nun anstehenden nachsten Schritte
naherzukommen, ist in jedem Fall ein Ubergang zu einem Osteoporose- Mausmodell
unabdingbar, nachdem Nagetiere auf Faktoren, die Osteoporose ausldsen,
vergleichbar wie der menschliche Organismus reagieren (54, 83). Anschliel3end kann
eine Ubertragbarkeit vom Osteoporose-Tiermodell auf den Menschen (iberlegt
werden.

Vor dem Ubergang in ein osteoporotisches Mausmodell wére es jedoch sinnvoll
sowohl in vivo wie auch in vitro unterschiedliche Konzentrationen von BMP-7 im BDI-

Hydrogel miteinander zu vergleichen. In Folgeversuchen sollte dariber hinaus in
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regelmaldigen Abstanden die BMP-7-Konzentration im Urin und im Serum bestimmt
werden. Um in weiteren Versuchen eine in-situ-Visualisierung des Hydrogels zu
ermdglichen, ware eine Beimengung von rontgenpositiven Materialen gegebenenfalls
sinnvoll; um zwischen endo- und exogenem BMP-7 zu unterscheiden ware ein GFP-I-
Labeling oder ein His-Tagging von BMP-7 zu Uberdenken. Diese Markierung ware
auch sinnvoll, um ein potentiell verfrihtes Abfluten von BMP-7 oder eine fehlende bzw.
mangelnde Freisetzung aus dem Gel festzustellen.

Um eine bessere Unterscheidbarkeit der fluoreszierenden Banden in der
Fluoreszenzmikroskopie zu gewahrleisten, kdnnte man bei Folgeversuchen mit zwei
oder mehr unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen arbeiten (Calcein grun-
gelb/Tetracyclin orange-gelb).

In vitro-Versuche zur Freisetzung von unterschiedlichen BMP-7-Konzentationen aus
dem BDI-Hydrogel wirden zusatzliche Informationen zu dem Paul et. al. bereits
beschriebenen dosisabhangigen BMP-7-release ermoglichen (77).

Durch die Wahl der Untersuchungszeitraume (4 Wochen / 12 Wochen) kann ein ,BMP-
7-peak® vor oder nach diesen Versuchsendpunkten nicht Uberpruft werden.
Nachfolgende Versuche konnten dies durch die Festlegung mehrerer
Versuchsendpunkte aufzeigen.

Ein weiterer Ausblick stellt die Beladung des BDI-Hydrogels mit anderen
osteoinduktiven Substanzen dar, wobei Anti-Sclerostin-Antikérper geeignete

Osteoinduktiva darstellen kénnten (84, 85).
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6 Zusammenfassung

Aufgrund unserer alternden Gesellschaft wird die Inzidenz Osteoporose-assoziierter
Frakturen ansteigen. Die proximale Femurfraktur stellt eine der haufigsten und
prognostisch schwerwiegendsten Manifestationen der Osteoporose dar und geht mit
einer steigenden Inzidenz einher. Patienten mit einer osteoporotischen Fraktur des
proximalen Femurs haben zudem ein hohes Risiko fur eine sekundare Fraktur auf der
kontralateralen Seite.

Es ist bekannt, dass der Wachstumsfaktor BMP-7 die Knochenbildung stimuliert. Die
lokale prophylaktische Augmentation des proximalen Femurs mit BMP-7-beladenem
thermosensitiven BDI-Hydrogel kdnnte geeignet sein, das Risiko von Osteoporose-
assoziierten Sekundarfrakturen zu senken. In der vorliegenden Studie wurde an
adulten, mannlichen C57BL/6 Mausen (n=36) untersucht, ob ein intramedullar im
Femur appliziertes thermoresponsives BDI-Hydrogel sowie die Kombination aus dem
BDI-Hydrogel und BMP-7 biokompatibel ist und das von uns verwendete Modell
geeignet ist, um diese Frage zu klaren (Gruppe A: 10 uyl BDI-Hydrogel + BMP 7,
Gruppe B: 10 ul Hydrogel, Gruppe C: 10 yl NaCl). Zudem sollte Uberpruft werden, ob
bereits in dieser Pilotstudie ein osteoinduktives Potential der Kombination aus BDI-
Hydrogel und BMP-7 gezeigt werden kann.

Mittels p-CT-Analyse sowie immunhistochemischen und histomorphometrischen
Ergebnissen wurden die augmentierten Knochen sowie die kontralateralen Femora
nach 4 bzw. 12 Wochen untersucht.

Wir konnten zeigen, dass die intramedullare Applikation von BDI-Hydrogel von den
Mausen gut vertragen wurde. Dies gilt auch fir das BMP-7-beladene Hydrogel. Eine

Osteoinduktivitdt von BMP-7 und BDI-Hydrogel konnte in diesem Versuch nicht
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detektiert werden. Hier sind Folgeversuche notwendig, um die Basis flr die Translation

in die Klinik zu schaffen.
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7 Anhang

Protokoll 1: Herstellung der Gebrauchslosungen fir die Kunststoffeinbettung
der Femora
Entstabilisierung des Methylmethacrylats
- Chromatographiesaule mit 50 g Aluminiumoxid gefullt und langsamer Durchlauf
von stabilisiertem Methylmethacrylat
Prainfiltrationslésung 1
- 100 ml stabilisiertes Methymethacrylat und 100 ml Xylol (Thermo Fisher
Scientific, Schwerte, Deutschland)
Prainfiltrationslésung 2
- 200 ml stabilisiertes Methymethacrylat und 0,67 g Dibenzoylperoxid (Harter 1)
Prainfiltrationslésung 3
- 200 ml entstabilisiertes Methymethacrylat und 1 g Dibenzoylperoxid (Harter 1)
Infiltrationsldsung
- 200 ml entstabilisiertes Methymethacrylat, 16 g Polymethylmethacrylat und 0,8
g Dibenzoylperoxid (Harter 1)
Polymerisationsansatz: Losung A + Lésung B (1:10)
- Lésung A: 200 ml entstabilisiertes Methymethacrylat, 32 g
Polymethylmethacrylat und 2 g Dibenzoylperoxid (Harter 1)
- Loésung B; 20 ml entstabilisiertes Methymethacrylat, 16 g Tetramethylanilin

(Harter 2) und 0,8 ml 1-Decanthiol (Regler)
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Protokoll 2: Die Kunststoffeinbettung der Femora

1. Dehydratation der Tibiafragmente in aufsteigender Alkoholreihe (Ethanol 70%;
80%, 90%, 96%, 100%) je 8 h, 4°C

2. Entfettung in Xylol, 2 x 8 h, 4°C

3. Prainfiltration 1, 12 h, 4°C

4. Prainfiltration 2, 12 h, 4°C

5. Prainfiltration 3, 12 h, 4°C

6. Infiltration, 4 d, 4°C

7. Positionierung der Femorafragmente in den Einbettformen (Heraeus Kulzer
GmbH & Co. KG, Wehrheim Deutschland), UbergieRen mit Monomergemisch

8. Evakuierung in Exsikkator, 15 min

9. Ausharten, 6-10d, -7°C

Protokoll 3: Immunhistochemischer Nachweis von BMP-7

Folgende Puffer, Seren und Waschlésungen wurden vor dem jeweiligen Gebrauch

angesetzt:

Tris buffered saline (TBS, 5x Stammldsung):

- 0,1 M Tris - (hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) + 1,5 M NaCl; mit HCI auf pH
7,5 eingestellt

Tris-hydrochlorid-Puffer

- 0,1 M Tris-hydrochlorid + Aq. dest.; mit HCI auf pH 3,7 eingestellt

Blockierserum

- 50 pl Pferdeserum + 10 ml 0,1 M Tris-hydrochlorid-Puffer

Entwicklungspuffer

- 4 ml TBS (5x) +16 ml Aq. dest.+ 10 mg DAB + 6,4 ul H202 30%
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Ansatz fur die Avidin-Biotin-Komplex-Reaktion (ABC-Reagenz)

- 4 Tr. Lésung A (Avidin-Lésung) aus dem Vectastain ® Elite ABC Kit (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, USA)

+ 4 Tr. Lésung B (biotinylierte Peroxidase) aus dem Vectastain ® Elite ABC Kit

+ 10 ml 0,1 M Tris-hydrochlorid-Puffer

Protokoll fir den immunhistochemischen Nachweis von BMP-7:

1. Shandon ™ Xylolersatz flir 24 h

2. Spulenin Ag. dest.,, 5 min

3. 2 M HCI, 60 min, 37°C

4. Spulenin Aqg. dest., 5 min

5. Spulen in 0,1 M Tris-hydrochlorid-Puffer (pH 3,7), 5 min

6. Trypsin (0,5 mg/ml) in 0,1 M CaClz, 30 min, 37°C

7. Spulen mit 0,1 M Tris-hydrochlorid-Puffer (pH 3,7), 5 min

8. Hemmen der endogenen Peroxidase mit H2O2 10%, 30 min

9. Spdulen in Aqg. dest., 5 min

10. Blockieren unspezifischer Reaktionen mit Blockierserum, 75 min

11. Primarantikérper BMP-7 (polyklonaler rabbit-anti-BMP-7-Antikdrper, in
Blockierserum 1:200 verdinnt, 4°C, Uber Nacht (Abcam, Cambridge, UK)

12. Spullen mit 0,1 M Tris-hydrochlorid-Puffer (pH 3,7), 5 min

13. Zweitantikdrper (Biotin-konjugierter Ziege-anti-rabbit-Antikérper), 30 min bei
Raumtemperatur

14. Spullen mit 0,1 M Tris-hydrochlorid-Puffer (pH 3,7), 5 min

15. ABC-Reagenz, 30 min bei Raumtemperatur

16. Spulen in 0,1 M TBS-Puffer (pH 7,5), 5 min

17. Entwicklungspuffer, 3 min
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18. Spulenin 0,1 M TBS-Puffer (pH 7,5), 5 min
19. Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun, 30 s
20. Blauen unter flieRendem Leitungswasser, 10 min

21. Eindecken mit Aquatex ®

Protokoll 4: Die Masson-Goldner-Trichrom-Farbung:
Diese Farbung beruht auf der Anwendung disperser Farbstoffe (55):
Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin (250 ml Ansatz)
- 25 ml Masson-Ldsung
- 5 ml Azophloxin-Lésung (0,5 g Azophloxin + 200 ml Aq. dest.+ 2 ml
Essigsaure 25%)
- 220 ml Essigsaure 0,2%
Molybdatophosphorsaure/Orange G
- 6 g Molybdatophosphorsaure + 100 ml Ag. dest.
- 4 gOrange G + 100 ml Aqg. dest.
Lichtgrin-Farbelésung
- 0,25 g Lichtgrin + 250 ml Essigsaure 0,2%
Masson-Lésung: Loésung A+ Losung B (1:3)
- Loésung A: 1 g Saurefuchsin + 100 ml Ag. dest. + 1 ml Essigdaure 25%

- L&sung B: 2 g Ponceau Xylidin + 200 ml Aqg. dest. + 2 ml Essigsaure 25%

Protokoll fur die Masson-Goldner-Trichrom-Féarbung:

1. Weigert Eisenhamatoxylin, 10 min
2. Blauen unter flieRendem Leitungswasser, 6 min
3. Spullenin Aqg. dest.,, 10 s

4. Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin, 45 min
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5. Spllen in Essigsaure 1%, 2x 30 s

6. Molybdatophosphorsaure/Orange G, 7 min

7. Spulen in Essigsaure 1%, 2x 30 s

8. Lichtgrin, 40 min

9. Spllen in Essigsaure 1%, 2x 30 s

10.Spllen in Aqg. dest., 10 s

11. Aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 70%, 80%, 90%, 96%, 100%), je 2 min
12. Xylol, 2h

13. Eindecken mit DPX ®

Protokoll 5: Die Van-Kossa-Hamatoxylin-Eosin-Farbung:
1. Silberfarbung:

1.1 0,3 M Silbernitrat-Lésung, 60 min

1.2 Spulenin Aqg. dest., 3x 30 s

1.3 0,2 M Natriumthiosulfat-Lésung, 5 min

1.4 Spulen unter flieRendem Leitungswasser

1.5 Spulenin Aqg. dest, 30 s

2. Gegenfarbung (Hamatoxylin-Eosin, HE):

2.1 Mayers Hamalaun, 6 min

2.2 Blauen unter flieRendem Leitungswasser, 10 min

2.3 Eosin G-Lésung 0,1%, 3 min

2.4 Spullenin Aqg. dest., 30 s

2.5 Aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 70 %, 80%, 90%, 96%, 100%) je 20 s
2.6 Trocknen der Praparate zwischen Filterpapier

2.7 Xylol, 1 h

2.8 Eindecken mit Entellan ®
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Tabelle 8: Quantitative Analyse des trabekularen Knochens auf der operierten rechten Seite im Bereich des Schenkelhalses - Vergleich

nach Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

BVITV TbN TbTh
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
4 6,083 4,510 6,564 1,066 0,870 1,192 0,057 0,057 0,053
Wochen (4,088- | (2,337- | (1,827- n.s. (0,696- (0,115- (0,352- n.s (0,052- (0,021- (0,042- n.s.
15,370) | 13,640) | 11,400) 2,858) 1,981) 1,667) 0,079) 0,069) 0,085)
12 8,509 6,519 12,530 1,163 0,884 1,710 0,07 0,068 0,071
Wochen (3,633- | (0,620- | (1,134- n.s. (0,625- (0,172- (0,287- n.s (0,057- (0,036- (0,040- n.s.
15,970) | 14,480) | 13,320) 2,294) 2,181) 1,767) 0,075) 0,08) 0,077)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
TbSp DA TbBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
4 0,169 0,1895 | 0,169 0,268 0,209 0,196
(0,147- | (0,167- | (0,137- n.s (0,166- (0,138- (0,167- n.s.
Wochen
0,193) 0,211) | 0,195) 0,282) 0,241) 0,277)
12 0,168 0,185 0,179 n-a 0,232 0,2425 0,266
(0,132- | (0,169- | (0,157- n.s (0,156- (0,198- (0,168- n.s.
Wochen
0,193) 0,202) | 0,202) 0,297) 0,274) 0,301)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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Tabelle 9: Quantitative Analyse des trabekuldaren Knochens auf der nicht-operierten linken Seite im Bereich des Schenkelhalses - Vergleich

nach Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

BVITV TbN TbTh
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
4 7,026 7,403 6,626 1,256 1,201 1,056 0,065 0,071 0,063
Wochen (2,473- (3,265- (1,434- n.s. (0,526- (0,686- (0,256- n.s. (0,047- (0,047- (0,043- n.s.
14,120) 13,46) 20,13) 1,954) 1,898) 2,780) 0,09) 0,079) 0,08)
12 6,500 4,455 9,806 1,175 0,849 1,059 0,064 0,053 0,076
Wochen (0,1470- (0,062- (1,881- n.s. (0,064- (0,03- (0,405- n.s. (0,021- (0,021- (0,047- n.s.
11,020) 12,38) 24,17) 1,646) 1,633) 2,913) 0,075) 0,076) 0,092)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
TbSp DA TbBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
4 0,192 0,175 0,189 0,236 0,213 0,188
(0,169- (0158- (0,152- n.s. (0,160- (0,176- (0,172- n.s
Wochen
0,203) 0,191) 0,191) 0,270) 0,279) 0,293)
12 0,185 0,185 0,181 n-a 0,22 0,232 0,237
(0,161- (0,174- (0,167- n.s. (0,154- (0,176- (0,200- n.s
Wochen
0,188) 0,199) 0,189) 0,285) 0,298) 0,368)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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Tabelle 10: Vergleich der operierten rechten Seite und der nicht-operierten linken Seite

im Bereich des Schenkelhalses (trabekular)

Sham Hydro BMP

rechts links P rechts links p- rechts links p-

Wert Wert Wert
6,083 7,026 4,510 7,403 6,564 6,626

BVITV | (4,088- | (2,473- n.s. | (2,337- | (3,265- | n.s. (1,827- | (1,434- | n.s.
15,370) | 14,12) 13,640 | 13,46) 11,400) | 20,130)
1,066 1,256 0,870 1,201 1,192 1,056

TbN (0,696- | (0,5260- | n.s. | (0,115- | (0,686- | n.s. (0,352- | (0,256- | n.s.
2,858) 1,954) 1,981) | 1,898) 1,667) | 2,780)
4 0,057 0,065 0,057 0,071 0,053 0,063

TbTh | (0,052- | (0,047- n.s. | (0,021- | (0,047- | n.s. (0,042- | (0,043- | n.s

Wochen

0,079) 0,09) 0,069 0,079) 0,085) | 0,080)
0,169 0,192 0,1895 | 0,175 0,169 0,189

TbSp | (0,147- | (0,1690- | 0,043 | (0,167- | (0158- n.s. (0,137- | (0,152- | n.s.
0,193) | 0,2030) 0,211) | 0,191) 0,195) | 0,191)
0,268 0,236 0,209 0,213 0,196 0,188

TbBMD | (0,166- | (0,1600- | n.s. | (0,138- | (0,176- | n.s. (0,167- | (0,172- | n.s.
0,282) | 0,2700) 0,241) | 0,279) 0,277) | 0,293)
8,509 6,500 6,519 4,455 12,530 | 9,806

BVI/TV | (3,633- | (0,1470- | n.s. | (0,620- | (0,062- | n.s. (1,134- | (1,881- | n.s.
15,970) | 11,02) 14,480) | 12,38) 13,320) | 24,17)
1,163 1,175 0,884 0,849 1,710 1,059

TbN (0,625- | (0,0640- | n.s. | (0,172- | (0,030- | n.s. (0,287- | (0,405- | n.s
2,294) 1,646) 2,181) | 1,633) 1,767) | 2,913)
12 0,070 0,064 0,068 | 0,0523 0,071 0,076

Wochen TbTh | (0,057- | (0,021- n.s. | (0,036- | (0,021- | 0,028 | (0,040- | (0,047- | n.s.
0,075) | 0,0750) 0,08) 0,076) 0,077) | 0,092)
0,168 0,185 0,185 0,185 0,179 0,181

TbSp | (0,132- | (0,161- n.s. | (0,169- | (0,174- | n.s. (0,157- | (0,167- | n.s.
0,193) | 0,1880) 0,202) | 0,199) 0,202) | 0,189)
0,232 0,22 0,243 0,232 0,266 0,237

TbBMD | (0,156- | (0,154- n.s. | (0,198- | (0,176- | n.s. (0,168- | (0,200- | n.s
0,297) | 0,2850) 0,274) | 0,298) 0,301) | 0,368)
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Tabelle 11: Quantitative Analyse des trabekuldaren Knochens auf der operierten rechten Seite im Bereich der proximalen Metaphyse

Vergleich nach Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

BVITV TbN TbTh
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
13,760 13,300 13,530 1,470 1,391 1,442 0,091 0,098 0,091
4 Wochen | (12,050- (7,858- (8,339- n.s. (1,369- (0,912- (0,967- n.s. (0,083- (0,009- (0,086- n.s.
16,480) 16,490) 18,250) 1,769) 1,623) 2,013) 0,1) 0,108) 0,100)
12 10,790 15,160 13,350 1,338 1,621 1,330 0,090 0,095 0,096
Wochen (10,310- | (13,080- | (10,700- 0,036 (1,046- (1,427- (0,93- n.s. (0,077- (0,084- (0,091- n.s.
13,630)* | 20,070)* 17,910) 1,522) 1,964) 1,819) 0,099) 0,102) 0,115)
p-Wert 0,03 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
TbSp DA TbBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
0,429 0,475 0,442 1,600 1,566 1,372 0,2275 0,218 0,224
4 Wochen | (0,387- (0,432- (0,394- n.s. (1,431- (1,351- (1,24- n.s. (0,219- (0,176- (0,160- n.s.
0,462) 0,482) 0,495) 2,107) 2,166) 2,093) 0,252) 0,260) 0,238)
12 0,478 0,445 0,483 1,804 1,494 1,97 0,199 0,249 0,220
Wochen (0,432- (0,378- (0,422- n.s. (1,558- (1,383- (1,665- 0,002 (0,194- (0,222- (0,199- 0,014
0,513) 0,493) 0,512) 2,063) 1,669)* 2,444)* 0,23)* 0,284)* 0,261)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,026 n.s. n.s. n.s.

* Post-hoc p<0.05
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Tabelle 12: Quantitative Analyse des trabekularen Knochens auf der nicht-operierten linken Seite im Bereich der proximalen
Vergleich nach Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

Metaphyse -

BVITV TbN TbTh
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
12,950 16,670 13,490 1,514 1,688 1,361 0,089 0,099 0,097
4 Wochen (11,160- | (10,890- | (11,370- n.s. (1,259- | (1,359- | (1,158- n.s. (0,082- (0,08- (0,09- n.s
21,140) | 18,560) 19,790) 1,935) 1,808) 1,984) 0,109) 0,104) 0,127)
14,46 17,290 15,430 1,485 1,532 1,499 0,093 0,104 0,104
12 Wochen (8,916- | (13,230- | (12,360- n.s. (0,955- | (1,436- | (1,188- n.s. (0,086- (0,092- | (0,101- 0,029
17,000) | 24,240) 29,450) 1,976) 1,993) 2,609) 0,102)* 0,122)* 0,113)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
TbSp DA TbBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
0,401 0,448 0,455 1,613 1,525 1,542 0,23 0,254 0,237
4 Wochen (0,372- (0,372- (0,415- n.s. (1,488- | (1,227- | (1,351- n.s. (0,205- (0,194- | (0,207- n.s
0,486) 0,477) 0,489) 1,706) 2,113) 2,437) 0,283) 0,268) 0,285)
0,426 0,456 0,443 1,713 1,595 1,497 0,239 0,259 0,256
12 Wochen (0,391- (0,397- (0,386- n.s. (1,491- | (1,258- (1,39- n.s. (0,181- (0,237- | (0,214- n.s
0,517) 0,511) 0,514) 2,558) 1,874) 1,854) 0,272) 0,34) 0,362)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

* Post-hoc p<0.05
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Tabelle 13: Vergleich der operierten rechten Seite und der nicht-operierten linken Seite

im Bereich der proximalen Metaphyse (trabekular)

Sham Hydro BMP
rechts links p- rechts links p- rechts links p-
Wert Wert Wert
4 13,760 | 12,950 13,300 16,670 13,530 13,490
Wochen BVITV | (12,050- | (11,16- | n.s. (7,858- | (10,890- | 0,046 | (8,339- | (11,370- | n.s.
16,480) | 21,14) 16,49) 18,560) 18,25) 19,790)
1,470 1,514 1,391 1,688 1,442 1,361
TbN (1,369- | (1,259- | n.s. (0,912- | (1,359- | 0,028 | (0,967- | (1,158- n.s.
1,769) 1,935) 1,623) 1,808) 2,013) 1,984)
0,091 0,089 0,098 0,099 0,091 0,097
TbTh (0,083- | (0,082- | 0,028 | (0,009- (0,08- n.s. (0,086- | (0,090- n.s
0,100) | 0,109) 0,108) 0,104) 0,100) 0,127)
0,429 0,401 0,475 0,448 0,442 0,455
TbSp (0,387- | (0,372- | n.s. (0,432- | (0,372- n.s. (0,394- | (0,415- n.s.
0,462 0,486) 0,482) 0,477) 0,495) 0,489)
1,600 1,613 1,566 1,525 1,372 1,542
DA (1,431- | (1,488- | n.s. (1,351- | (1,227- n.s. (1,240- | (1,351- n.s.
2,107) 1,706) 2,166) 2,113) 2,093) 2,437)
0,228 0,230 0,218 0,254 0,224 0,2365
TbBMD | (0,219- | (0,205- | n.s. (0,176- | (0,194- | 0,046 | (0,16- (0,207- n.s.
0,252 0,283) 0,26) 0,268) 0,238) 0,285)
10,790 14,46 15,16 17,29 13,35 15,43
12 BVI/TV | (10,310- | (8,916- | n.s (13,080- | (13,230- | n.s. (10,70- | (12,36- n.s
Wochen
13,630) | 17,00) 20,070) | 24,240) 17,91) 29,45)
1,338 1,485 1,621 1,532 1,330 1,499
TbN (1,046- | (0,955- | n.s. (1,427- | (1,436- n.s. (0,93- (1,188- n.s.
1,522) 1,976) 1,964) 1,993) 1,819) 2,609)
0,090 0,093* 0,095 0,104 0,096 0,104
TbTh (0,077- | (0,086- | n.s. (0,084- | (0,092- | 0,028 (0,091- | (0,101- n.s.
0,099) | 0,102) 0,102) 0,122) 0,115 0,113)
0,478 0,4255 0,445 0,456 0,483 0,443
TbSp (0,432- | (0,391- | n.s (0,378- | (0,397- n.s. (0,422- | (0,386- n.s
0,513) | 0,517) 0,493) 0,511) 0,512) 0,514)
1,804 1,713 1,494 1,595 1,97 1,497
DA (1,558- | (1,491- | n.s. (1,383- | (1,258- n.s. (1,665- | (1,390- | 0,046
2,063) | 2,558) 1,669) 1,874) 2,444) 1,854)
0,199 0,239 0,249 0,259 0,2200 0,256
TbBMD | (0,194- | (0,181- | n.s (0,222- | (0,237- n.s. (0,199- | (0,214- | 0,046
0,230) | 0,272) 0,284) 0,340) 0,261) 0,362)
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Tabelle 14: Quantitative Analyse des trabekuldren Knochens auf der operierten rechten Seite im Bereich des distalen Femurs - Vergleich

nach Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

BVITV TbN TbTh
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
7,292 8,512 5,236 1,020 1,067 0,726 0,072 0,079 0,071
4 Wochen (4,629- (6,120- (4,013- 0,016 (0,670- (0,840- (0,560- 0,022 (0,069- (0,066- (0,065- n.s
8,790) 10,600)* 6,650)* 1,186) 1,246)* 0,9320)* 0,074) 0,098) 0,072)
7,791 8,173 6,730 0,9380 1,004 0,8960 0,0865 0,079 0,076
12 Wochen (5,336- (4,033- (5,651- n.s. (0,621- (0,559- (0,817- n.s. (0,077- (0,072- (0,069- n.s
10,330) 10,050) 11,720) 1,290) 1,240) 1,474) 0,089) 0,09) 0,087)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,002 n.s. n.s.
TbSp DA TbBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
0,337 0,388 0,377 1,541 1,675 1,778 0,177 0,173 0,156
4 Wochen (0,306- (0,331- (0,352- n.s. (1,470- (1,192- (1,366- n.s. (0,158- (0,161- (0,133- n.s
0,391) 0,5160) 0,441) 2,112) 3,063) 1,895) 0,205) 0,205) 0,181)
0,3925 0,406 0,3585 1,502 1,702 1,836 0,1765 0,18 0,171
12 Wochen (0,356- (0,322- (0,338- n.s. (1,493- (1,442- (1,478- n.s. (0,148- (0,149- (0,159- n.s
0,480) 0,497) 0,470) 2,065) 1,905) 2,362) 0,194) 0,215) 0,205)
p-Wert 0,015 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

* Post-hoc p<0.05
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Tabelle 15: Quantitative Analyse des trabekularen Knochens auf der nicht-operierten linken Seite im Bereich des distalen Femurs -

Vergleich nach Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

BVITV TbN TbTh
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
7,353 7,418 5,31 1,044 0,984 0,788 0,069 0,073 0,068
4 Wochen (5,256- (4,741- (2,673- n.s. (0,775- (0,698- (0,443- n.s. (0,063- (0,066- | (0,060- n.s.
10,480) | 10,300) 11,790) 1,396) 1,210) 1,508) 0,083) 0,085) 0,078)
7,579 8,625 8,871 0,94 0,970 1,141 0,081 0,083 0,077
12 Wochen (5,746- (6,587- (6,121- n.s. (0,644- (0,885- (0,867- n.s. (0,079- (0,074- | (0,071- n.s.
11,590) | 11,800) 13,450) 1,418) 1,341) 1,623) 0,089) 0,097) 0,085)
p-Wert n.s. n.s. 0,041 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,041
TbSp DA TbBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
0,332 0,393 0,358 1,920 1,957 1,858 0,178 0,1805 0,172
4 Wochen (0,307- (0,327- (0,310- n.s. (1,682- (1,814- (1,582- n.s. (0,1610- | (0,141- | (0,134- n.s.
0,410) 0,548) 0,412) 2,097) 2,468) 2,671) 0,204) 0,204) 0,220)
0,341 0,356 0,315 1,930 2,229 1,830 0,184 0,199 0,202
12 Wochen (0,329- (0,334- (0,291- n.s. (1,609- (1,383- (1,386- n.s. (0,161- (0,153- | (0,160- n.s.
0,516) 0,466) 0,403) 2,324) 2,921) 2,213) 0,216) 0,233) 0,230)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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Tabelle 16: Vergleich der operierten rechten Seite und der nicht-operierten linken Seite

im Bereich des distalen Femurs (trabekular)

Sham Hydro BMP

rechts links p- rechts links p- rechts links p-

Wert Wert Wert
4 7,292 | 7,353 8,512 | 7,418 5,236 5,31

Wochen BVITV | (4,629- | (5,256- | n.s. | (6,120- | (4,741- | n.s. | (4,013- | (2,673- | n.s.
8,790) | 10,480) 10,600) | 10,300) 6,650) | 11,790)
1,020 | 1,044 1,067 | 0,984 0,7260* | 0,788

TbN | (0,670- | (0,775- | n.s. | (0,840- | (0,698- | n.s. | (0,560- | (0,443- | n.s.
1,186) | 1,396) 1,246) | 1,210) 0,932) | 1,508)
0,072 0,0790 0,0710 | 0,068

TbTh | (0,069- (83822_ n.s. | (0,066- (83822_ n.s. | (0,065- | (0,060- | n.s.
0,074) | 0,083) 0,098) | 0.085) 0,072) | 0,0780)
0,337 | 0,332 0,3880 | 0,393 0,377 | 0,358

TbSp | (0,306- | (0,307- | n.s. | (0,331- | (0,327- | n.s. | (0,352- | (0,310- | n.s.
0,391) | 0,41) 0,516) | 0,548) 0,441) | 0,412)
1,541 1,920 1,675 1,957 1,778 1,858

DA (1,470- | (1,682- | 0,046 | (1,192- | (1,814- | n.s. | (1,366- | (1,582- | n.s.
2,112) | 2,097) 3,063) | 2,468) 1,895) | 2,671)
0,177 | 0,178 0,173 | 0,181 0,156 | 0,172

TbBMD | (0,158- | (0,161- | n.s. | (0,161- | (0,141- | n.s. | (0,133- | (0,134- | n.s.
0,205) | 0,204) 0,205) | 0,204 0,181) | 0,22)
12 7,791 | 7,579 8,173 | 8,625 6,730 | 8,871

BVITV | (5,336- | (5,746- | n.s. | (4,033- | (6,587- | n.s. | (5,651- | (6,121- | 0,046

Wochen

10,33) | 11,59) 10,05) | 11,8) 11,72) | 13,45)
0,938 0,94 1,004 0,97 0,8960 | 1,141

TbN | (0,621- | (0,644- | n.s. | (0,559- | (0,885- | n.s. | (0,817- | (0,867- | 0,028
1,290) | 1,418) 1,240) | 1,341) 1,474) | 1,623)
0,087 | 0,081 0,0795 | 0,083 0,0755 | 0,077

TbTh | (0,077- | (0,079- | n.s. | (0,072- | (0,074- | n.s. | (0,069- | (0,071- | n.s.
0,089) | 0,089) 0,09) | 0,097) 0,087) | 0,085)
0,393 | 0,341 0,4060 | 0,3555 0,359 | 0,315

TbSp | (0,356- | (0,329- | n.s. | (0,322- | (0,334- | n.s. | (0,338- | (0,291- | 0,028
0,480) | 0,516) 0,4970) | 0,466) 0,470) | 0,403)
1,502 1,93 1,702 | 2,229 1,836 1,830

DA (1,493- | (1,609- | n.s. | (1,442- | (1,383- | n.s. | (1,478- | (1,386- | n.s.
2,065) | 2,324) 1,905) | 2,921) 2,362) | 2,213)
0,177 | 0,184 0,180 | 0,199 0,171 0,202

TbBMD | (0,148- | (0,161- | n.s. | (0,149- | (0,153- | n.s. | (0,159- | (0,16- | 0,043
0,194) | 0,216) 0,215) | 0,233) 0,205) | 0,23)
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Tabelle 17: Quantitative Analyse des kortikalen Knochens auf der operierten rechten Seite im Bereich des Schenkelhalses - Vergleich

nach Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

B.ar/T.ar CtTh CtBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
4 61,790 54,890 52,050 0,1025 0,097 0,1005 1,094 1,032 1,003
Woch (48,350- | (49,460- | (42,200- n.s. (0,098- (0,090- (0,094- n.s. (1,049- | (0,976- | (0,961- 0,006
ochen
67,100) 56,750) | 57,050) 0,106) 0,105) 0,104) 1,147)°* | 1,055)* | 1,082)°
12 51,83 54,860 50,510 1,080 1,107 1,079
(49,220- | (47,140- | (43,000- n.s. (1,022- | (1,000- | (1,027- n.s.
Wochen n.a.
65,280) 58,72) 54,600) 1,107) 1,148) 1,100)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. 0,041 n.s.

* Post-hoc p<0.05; ° Post-hoc p<0.05

70




Tabelle 18: Quantitative Analyse des kortikalen Knochens auf der nicht-operierten linken Seite im Bereich des Schenkelhalses - Vergleich
nach Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

B.ar/T.ar CtTh CtBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
4 63,720 48,750 49,840 0,101 0,099 0,102 1,044 1,014 1,034
Wochen (42,910- | (42,640- | (42,910~ n.s. (0,082- (0,095- (0,099- n.s (0,990- | (0,580- | (1,008- n.s
66,440) | 49,710) | 66,44) 0,112) 0,108) 0,107) 1,083) | 1,043) | 1,081)
53,160 47,750 48,140 1,132 1,116 1,127
12 (45,520- | (38,700- | (41,330~ n.s. n-a. - (1,079- | (0,991- | (1,066- n.s
Wochen
62,780) | 59,380) | 52,060) 1,147) | 1,178) | 1,138)
p-Wert n.s. n.s. n.s. - - - 0,009 n.s. n.s.
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Tabelle 19: Vergleich der operierten rechten Seite und der nicht-operierten linken Seite im Bereich des Schenkelhalses (kortikal)

Sham Hydro BMP
rechts links p-Wert | rechts links p-Wert rechts links p-Wert
61,790 63,720 54,890 48,750 52,050 49,840
B.ar/T.ar | (48,350- | (42,910- n.s. (49,460- | (42,640- | 0,043 (42,200- | (42,910- n.s.
67,100) | 66,440) 56,750) | 49,710) 57,050) | 66,440)
0,103 0,101 0,097 0,099 0,101 0,102
4 CtTh (0,098- | (0,082- n.s. (0,090- | (0,095- n.s. (0,094- (0,099- n.s.
Wochen
0,106) 0,112) 0,105) 0,108) 0,104) 0,107)
1,094 1,044 1,032 1,014 1,003 1,034
CTBMD | (1,049- (0,99- 0,028 (0,976- | (0,580- n.s. (0,961- (1,008- n.s.
1,147) 1,083) 1,055) 1,043) 1,082) 1,081)
51,830 53,160 54,86 47,750 50,510 48,140
B.ar/T.ar | (49,220- | (45,520- n.s. (47,140- | (38,70- 0,046 (43,00- | (41,330- n.s.
12 65,280) | 62,780) 58,720) | 59,38) 54,60) 52,060)
Wochen 1,080 1,132 1,107 1,116 1,079 1,127
CTBMD | (1,022- | (1,079- | 0,043 (1,000- | (0,991- n.s. (1,027- (1,066- n.s.
1,107) 1,147) 1,148) 1,178) 1,100) 1,138)
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Tabelle 20: Quantitative Analyse des kortikalen Knochens auf der operierten rechten Seite im Bereich der proximalen Metaphyse -

Vergleich nach Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

B.ar/T.ar CtTh CctBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
4 44,350 42,780 42,070 0,117 0,118 0,116 1,081 1,051 1,043
Wochen (38,52- | (38,570- | (35,860- n.s. (0,115- (0,103- (0,107- n.s. (1,045- | (1,004- | (1,039- 0,023
46,94) 45,000) | 44,390) 0,125) 0,123) 0,118) 1,104)* | 1,082)* | 1,070)
43,970 45,240 40,780 1,073 1,124 1,077
12 (37,910- | (43,160- | (34,110~ 0,012 n.a. (1,052- | (1,083- | (1,046- 0,01
Wochen
46,030) | 48,260)* | 43,450)* 1,120)° | 1,146)*° | 1,082)*
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. 0,002 0,030

* Post-hoc p<0.05; ° Post-hoc p<0.05
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Tabelle 21: Quantitative Analyse des kortikalen Knochens auf der nicht-operierten linken Seite im Bereich der proximalen Metaphyse -
Vergleich nach Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

B.ar/T.ar CtTh CtBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
4 42,140 39,650 42,74 0,117 0,115 0,1165 1,052 1,041 1,052
Wochen (34,02- | (37,050- | (40,300~ n.s. (0,112- (0,113- (0,114- n.s. (1,004- | (1,037- | (1,025- n.s
46) 41,15) 44,46) 0,122) 0,12) 0,125) 1,093) 1,056) | 1,109)
40,780 41,27 41,210 1,101 1,100 1,108
12 (40,060- | (35,610- | (38,700- n.s. n.a. (1,041- | (1,049- | (1,088- n.s
Wochen
44,300) | 44,120) | 46,830) 1,155) 1,132) | 1,131)
p-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. 0,004 0,026
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Tabelle 22: Vergleich der operierten rechten Seite und der nicht-operierten linken Seite im Bereich der proximalen Metaphyse (kortikal)

Sham Hydro BMP
rechts links p-Wert rechts links p-Wert rechts links p-Wert
4 44,35 42,14 42,78 39,65 42,07 42,74
Wochen B.ar/T.ar | (38,52- | (34,02- n.s. (38,57- (37,05- 0,046 (35,860- | (40,300~ n.s.
46,940) | 46,000) 45) 41,15) 44,390) | 44,460)
0,117 0,1165 0,1175 0,115 0,1155 0,117
CtTh (0,115- | (0,112- n.s. (0,103- (0,113- n.s. (0,107- | (0,114- n.s.
0,125) 0,1220) 0,123) 0,120) 0,118) 0,125)
1,085 1,052 1,052 1,041 1,043 1,052
CtBMD (1,045- | (1,004- 0,028 (1,004- (1,037- n.s. (1,039- | (1,025- n.s.
1,104) 1,093) 1,082) 1,056) 1,070) 1,109)
12 43,97 40,78 45,24 41,27 40,78 41,21
Wochen B.ar/T.ar | (37,910- | (40,060- n.s. (43,160- | (35,610- 0,028 (34,11- | (38,700~ n.s.
46,030) | 44,300) 48,260) 44,120) 43,45) 46,830)
1,073 1,101 1,124 1,100 1,077 1,108
CTBMD (1,052- | (1,041- n.s. (1,083- (1,049- n.s. (1,046- | (1,088- 0,028
1,120) 1,155) 1,146) 1,132) 1,082) 1,131)
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Tabelle 23: Quantitative Analyse des kortikalen Knochens auf der operierten rechten Seite im Bereich der Diaphyse - Vergleich nach Art

der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

B.ar/T.ar CtTh CtBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
4 37,700 36,220 33,920 0,144 0,142 0,144 1,097 1,061 1,067
Woch (31,430- | (32,880- | (28,220- n.s. (0,129- (0,133- (0,137- n.s. (1,069- (0,981- (0,999- n.s.
ochen
42,810) 39,250) | 37,210) 0,158) 0,151) 0,16) 1,154) 1,098) 1,113)
12 31,260 33,430 37,840 0,145 0,145 0,148 1,104 1,135 1,102
Woch (27,420- | (31,240- | (32,600- 0,007 (0,137- (0,136- (0,143- n.s. (1,071- (1,123- (1,089- 0,004
ochen
36,860)* | 35,600) | 39,800)* 0,149) 0,159) 0,151) 1,137)* 1,14)*° 1,109)°
p-Wert 0,026 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,004 n.s.

* Post-hoc p<0.05; ° Post-hoc p<0.05
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Tabelle 24: Quantitative Analyse des kortikalen Knochens auf der nicht-operierten linken Seite im Bereich der Diaphyse - Vergleich nach

Art der Behandlung und Dauer der Beobachtungszeit

B.ar/T.ar CtTh CtBMD
Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert Sham Hydro BMP p-Wert
4 37,250 35,060 36,790 0,142 0,144 0,146 1,092 1,074 1,088
Woch (36,670- | (33,250- | (32,020- n.s. (0,132- (0,135- (0,144- n.s. (1,048- (1,059- (1,064- n.s
ochen
38,340) 37,820) | 40,770) 0,148) 0,157) 0,151) 1,110) 1,083) 1,129)
12 32,370 34,510 37,430 0,147 0,146 0,147 1,137 1,125 1,146
Woch (30,830- | (29,560- | (30,920- n.s. (0,144- (0,129- (0,135- n.s. (1,082- (1,086- (1,086- n.s
ochen
44,240) 40,620) | 40,430) 0,161) 0,161) 0,150) 1,156) 1,182) 1,166)
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,002 0,015
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Tabelle 25: Vergleich der operierten rechten Seite und der nicht-operierten linken Seite im Bereich der Diaphyse (kortikal)

Sham Hydro BMP
rechts links p-Wert rechts links p-Wert | rechts links p-Wert

37,700 37,250 36,220 35,060 33,920 36,790

B.ar/T.ar | (31,430- | (36,670- n.s. (32,88- | (33,250- n.s. (28,220- | (32,020- n.s.
42,810) 38,34) 39,25) 37,820) 37,210) | 40,770)
0,144 0,142 0,142 0,144 0,144 0,146

4 CtTh (0,129- | (0,132- n.s. (0,133- | (0,135- n.s. (0,137- | (0,144- n.s.

Wochen

0,158) 0,148) 0,151) 0,157) 0,16) 0,151)
1,097 1,092 1,061 1,074 1,067 1,088

CTBMD | (1,069- | (1,048- n.s. (0,981- | (1,059- n.s. (0,999- | (1,064- n.s.
1,154) 1,110) 1,098) 1,083) 1,113) 1,129)
31,260 32,370 33,430 34,510 37,840 37,430

B.ar/T.ar | (27,420- | (30,830- n.s. (31,240- | (29,560- n.s. (32,600- | (30,920- n.s.
36,860) | 44,240) 35,600) | 40,620) 39,8) 40,430)
0,145 0,147 0,145 0,146 0,1475 0,147

12 CtTh (0,137- | (0,144- n.s. (0,136- | (0,129- n.s. (0,143- | (0,135- n.s.

Wochen

0,149) 0,161) 0,159) 0,161) 0,151) 0,150)
1,104 1,137 1,135 1,125 1,102 1,146

CtBMD (1,071- | (1,082- 0,043 (1,123- | (1,086- n.s. (1,089- | (1,086- 0,046
1,137) 1,156) 1,140) 1,182) 1,109 1,166)
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Tabelle 26: Vergleich der unterschiedlichen Knochenregionen (kortikal)

4 CtTh CtBMD B.ar/T.ar

Wochen DIA PM SH DIA PM SH DIA PM SH
0,144 0,116 0,1005 1,067 1,043 1,003 33,92 42,07 52,05
BMP (0,137- (0,107- (0,094- (0,999- | (1,039- (0,961- (28,22- (35,86- (42,20-
0,160)* 0,118) 0,104)* 1,113) 1,070) 1,082) 37,21)* 44,39) 57,05)*

0,142 0,118 0,097 1,061 1,052 1,032 36,22 42,78 54,89
Hydro (0,133- (0,103- (0,090- (0,981- | (1,004- (0,967- (32,88- (38,57- (49,56-
0,151)* 0,123) 0,105)* 1,098) 1,082) 1,055) 39,25)* 45,00) 56,75)*

0,1435 0,117 0,1025 1,097 1,085 1,094 37,7 44,35 61,79
Sham (0,129- (0,115- (0,098- (1,069- | (1,045- (1,049- (31,43- (38,52- (48,35-
0,158)*+ 0,125)°+ | 0,106)*° 1,154) 1,104) 1,147) 42,81)* 46,94) 67,10)*

12 CtTh CtBMD B.ar/T.ar

Wochen DIA PM SH DIA PM SH DIA PM SH
0,248 1,102 1,077 1,079 37,84 40,78 50,51
BMP (0,143- (1,089- | (1,046- (1,027- (32,60 - (34,11- (43,00 -
0,151) 1,109)* | 1,082)* 1,100) 39,80)* 43,45) 54,60)*

0,145 1,135 1,124 1,107 33,43 45,24 54,86
Hydro (0,136- n.a. (1,123- | (1,083- (1,000- (31,24- (43,16- (47,15-
0,159) 1,140) 1,146) 1,148) 35,60)* 48,26) 58,72)*

0,145 1,104 1,073 1,080 31,26 43,97 51,83
Sham (0,137- (1,071- | (1,083- (1,022- (27,42- (37,91- (49,22-
0,149) 1,137) 1,120) 1,107) 36,86)* 46,03) 65,28)*

* Post-hoc p<0.05; ° Post-hoc p<0.05; + Post-hoc p<0.05
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Tabelle 27:

Vergleich der unterschiedlichen Knochenregionen (trabekular)

4 BVITV TbTh TbN TbSp DA BMD

Wochen DF PM SH DF PM SH DF PM SH DF PM SH DF PM DF PM SH
5,236 13,53 6,564 | 0,071 | 0,091 0,053 | 0,726 | 1,442 | 1,192 | 0,377 0,422 0,169 1,778 | 1,372 0,156 0,224 | 0,196
BMP (4,013- | (8,339- | (1,827- | (0,065- | (0,086- | (0,042- | (0,560- | (0,967- | (0,352- | (0,352- | (0,394- | (0,137- | (1,366- | (1,240- | (0,133- | (0,16- | (0,167-
6,650)* | 18,250)* | 11,4) | 0,072) 0,1) 0,085) | 0,932)* | 2,013)* | 1,667) | 0,441) | 0,495) 0,195) | 1,895) | 2,093) | 1.,181)* | 0,238)* | 0,277)

8,512 13,300 | 4,510 | 0,079 | 0,098 | 0,057 | 1,067 | 1,391 | 0,870 | 0,388 0,475 0,189 1,675 | 1,566 0,173 0,218 | 0,209
Hydro | (6,120- | (7,858- | (2,337- | (0,066- | (0,086- | (0,021- | (0,840- | (0,912- | (0,115- | (0,331- | (0,432- | (0,167- | (1,192- | (1,351- | (0,161- | (0,176- | (0,138-
10,600) | 16,490) | 13,64) | 0,098) | 0,108) | 0,069) | 1.246) | 1,623) | 1,981) | 0,516) | 0,482) | 0,211)* | 3,063) | 2,166) | 0,205)* | 0,260)* | 0,241)

7,292 13,76 6,083 | 0,0715 | 0,091 0,057 1,02 1,47 1,066 | 0,337 0,429 0,169 1,541 1,600 0,177 0,228 | 0,268
sham | (4.629- | (12,050- | (4,088- | (0,069- | (0,083- | (0,052- | (0,67- | (1,369- | (0,696- | (0,306- | (0,387- | (0,147- | (1,470- | (1,431- | (0,158- | (0,219- | (0,166-
8,790)* | 16,480)* | 15,370) | 0,074)* | 0,1)* | 0,079) | 1,186)* | 1,769)* | 2,858) | 0,391) | 0,462) 0,193) | 2,112) | 2,107) | 0,205)*° | 0,252)* | 0,282)°

12 BVITV TbTh TbN TbSp DA BMD

Wochen DF PM SH DF PM SH DF PM SH DF PM SH DF PM DF PM SH
6,73 13,35 12,530 | 0,0755 | 0,096 | 0,071 | 0,896 | 1,330 | 1,710 | 0,359 0,483 0,179 1,836 1,97 0,171 0,22 0,266
BMP (5,651- (10,7- | (1,134- | (0,069- | (0,091- | (0,04- | (0,817- | (0,930- | (0,287- | (0,33- | (0,422- | (0,147- | (1,478- | (1,665- | (0,159- | (0,199- | (0,168-
11,720) | 17,910)* | 13,320) | 0,087)* | 0,115)* | 0,077) | 1.474) | 1,819) | 1,767) | 0.47) 0,512) 0,202) | 2,362) | 2,444) | 0,205)* | 0,261) | 0,301)*

8,173 15,16 6,519 0,08 0,095 | 0,068 | 1,004 | 1,621 | 0,884 | 0,406 0,445 0,185 1,702 | 1,494 0,18 0,249 | 0,243
Hydro | (4,033- | (13,080- | (0,620- | (0,072- | (0,084- | (0,036- | (0,559- | (1,427- | (0,172- | (0,32- | (0,378- | (0,169- | (1,442- | (1,383- | (0,149- | (0,222- | (0,198-
10,050)* | 20,070)* | 14,480) | 0,09) | 0,102) | 0,08) | 1,240)* | 1,964)* | 2,181) | 0,49)* | 0,493) | 0,202)* | 1,905) | 1,669) | 0,215)*° | 0,284)* | 0,274)°

7,791 10,79 8,509 | 0,0865 | 0,09 0,07 0,938 | 1,338 | 1,163 | 0,393 0,478 0,168 1,503 | 1,804 0,177 0,199 | 0,232
sham | (5.336- | (10,31- | (3,633- | (0,077- | (0,077- | (0,057- | (0,621- | (1,046- | (0,625- | (0,35- | (0,432- | (0,132- | (1,493- | (1,558- | (0,148- | (0,194- | (0,156-
10,330) | 13,63) | 15,970) | 0,089)* | 0,099) | 0,075)* | 1,290) | 1,522) | 2,294) | 0,48)* | 0,513)*+ | 0,193)°+ | 2,065) | 2,063) | 0,194)* | 0,23) | 0,297)*

* Post-hoc p<0.05; ° Post-hoc p<0.05; + Post-hoc p<0.05
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