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Einleitung 6

1 Einleitung

Nach wie vor stellt der Ersatz von ausgedehnten Knochendefekten eine grofle Herausforderung
dar. Unterschiedliche Atiologien, wie z.B. Tumoren, Traumen, kongenitale Defekte sowie
Infektionen sind wesentlich fir die Entstehung kraniofazialer Gesichtsschadeldefekte verantwort-
lich (1, 2). Uberschreiten Knochendefekte das biologische Regenerationspotenzial des jeweiligen
Organismus, erfolgt ein narbiger Ersatz mit eingeschrankter biomechanischer Funktion. Derartige
Knochendefekte mit ausbleibender Restitutio ad integrum werden als Defekte kritischer Grolie,
sogenannte critical size defect, bezeichnet (3). Verluste von Knochengewebe innerhalb einer
hochfunktionellen Einheit wie der kraniofazialen Region fuhren zu erheblicher Einschrankung von
Funktion, Form und Asthetik mit nachfolgender Stigmatisierung und soziodkonomischer
Benachteiligung der betroffenen Patienten. Abzugrenzen von ausgedehnten Knochendefekten wie
beispielsweise nach ablativer Tumorchirurgie, sind Knochendefekte die sich auf die dentoalveolare
Region beschranken und fir eine implantatgestiitzte prothetische Rehabilitation eine hohe
Relevanz besitzen(4). In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie ergeben sich bei etwa 15 % aller
Eingriffe am Skelettsystem der Bedarf an Knochenersatz zur Wiederherstellung von Form und
Funktion (5). Prinzipiell werden dabei Knochentransplantate oder Knochenersatzmaterialien (KEM)
zur anatomischen Wiederherstellung eingebracht, wobei das autologe Knochentransplantat dabei
als Goldstandard gilt (6-8).

"Osteogenese”
osteogene
Zellen

~——

"Osteoinduktion"

(morphogene
Proteine)

"Osteokonduktion"
(Matrix)

Abbildung 1: Die qualitative Beurteilung von Knochenersatzmaterialien erfolgt anhand drei wesentlicher Fahigkeiten:
Osteogenitat, die Stimulation der Knochenregeneration durch die Prasenz von osteogenen Zellen;
Osteokonduktion, die Bereitstellung einer Leitstruktur zur Migration von Zellen und Forderung einer
Neovaskularisation; Osteoinduktion, die Fahigkeit der Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu
Osteoprogenitorzellen mit der Kapazitat der Knochenneubildung (9). Die Uberlegenheit des autologen
Knochentransplantates beruht auf den Vorrat an osteogenen Zellen, morphogener Proteine und einer
idealen osteokonduktiven Struktur bei ausbleibender Immunogenitdt und guter biomechanischer
Stabilitdt mit der Kapazitat zur Differenzierung zu Osteoprogenitorzellen (10)
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Autologe Knochentransplantate werden anhand der jeweiligen Vaskularisation entsprechend in
vaskuldre und avaskularen Transplantate klassifiziert (4). Die Wiederherstellung von kleinen
dreidimensionalen Knochendefekten des dentoalveolaren Komplexes erfolgt vorwiegend mit
avaskularen Knochentransplantaten aus der Retromolarregion, der Kinnregion, des Beckenkamms
sowie gelegentlich aus der Tabula externa oder der Tibiaregion (11-16). Zur Rekonstruktion von
groflvolumigen Knochendefekten, wie z. B. nach Kontinuitatsunterbrechung des Kiefers kommen
i. d. R. vaskularisierte mikrochirurgische Knochentransplantate aus der Beckenkamm- (17, 18)
Fibula- oder Skapularegion (19) zum Einsatz. Das wesentliche Problem des autologen Knochen-
transplantates ist das erforderliche zweite Operationsfeld und die dadurch bedingte Verlangerung
des chirurgischen Eingriffs (20). Eine ausreichende Knochenmaterialgewinnung ist zudem mit
Komplikationen wie Schmerzen, Sensibilitatsstérungen, Hernien und Infektionen behaftet (14, 21,
22). Allogene Knochentransplantate gelten als Alternative zum autologen Knochen (10) verfligen
jedoch aufgrund von Sterilisationsvorgangen lediglich tber osteokonduktive Eigenschaften bei
potenziellem Infektionsrisiko (23-25).

1.1 Knochenersatzmaterialien

Gegenwartig ist die Verwendung von Knochenersatzmaterialien mit unterschiedlichen biologischen
und physikalischen Eigenschaften die gebrauchlichste Alternative zum autologen Knochentrans-
plantat. Unter dem Begriff der Knochenersatzmaterialien im eigentlichen Sinne werden
vollsynthetische, allogene sowie xenogene Materialien zusammengefasst, welche idealerweise
eine sukzessive Ersatzresorption erfahren, bei der das Material vollstandig abgebaut und im
Verlauf durch neu gebildeten Knochen ersetzt wird (24). Knochenersatzmaterialien werden anhand
Ihrer Zusammensetzung in drei unterschiedliche Kategorien klassifiziert (Tabelle 1).

Herkunft Herstellungsgrundlage Wirkung
Biologisch Autolog Osteoinduktiv + Osteokonduktiv
Allogen Osteokonduktiv + ,Osteoinduktiv®
Xenogen Osteokonduktiv
Phytogen Osteokonduktiv
—
Synthetisch Keramiken
Polymere " Osteokonduktiv
Zemente
Metalle _
Komposite KEM in Kombination mit D
e osteogene Zellen
e Wachstumsfaktoren ~ , . .
«  Osteokonduktiv,-Induktiv + Osteoinduktiv + Osteokonduktiv
osteogene Zellen B

Tabelle 1: Kilassifikation der Ersatzmaterialien anhand ihrer Zusammensetzung (4).
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Zielmaligabe der Knochenersatzmaterialien sind die biomechanischen Eigenschaften des
natlrlichen Knochens. Von besonderer Bedeutung dabei sind physikalische Eigenschaften einer
Leitstruktur, welche eine Adhasion von Zellen aus dem umliegenden Gewebe ermdglichen
(Osteokonduktion) (24). Dabei ist eine interkonnektierende porése Mikrostruktur des Knochen-
ersatzmaterials einer der wesentlichen Aspekte zur Osteokonduktion. Infolge der porésen
Architektur verfigt das Material Uber eine vergroRerte inneren Oberflache und beglnstigt
demzufolge eine zelluldre Migration sowie eine Vaskularisation des Materials (26, 27). Ungeachtet
der pordsen Mikrostruktur sollten die mechanischen Eigenschaften der Knochenersatzstoffe eine
ausreichende Stabilitdt gewahrleisten. Darlber hinaus ist eine graduelle Resorption des KEM
gewinscht, um einen sukzessiven Ersatz des Materials durch kérpereigenes Knochengewebe zu
ermoglichen (Substitution). Im Idealfall besitzen KEM eine osteostimulierende Wirkung aufgrund
der Aktivierung von ortsstandigen Zellen (Osteogenese) bis hin zur Fahigkeit einer lokalen
Osteoinduktion (28). Als optimale Knochenersatzmaterialien gelten Materialien mit zeitgerechter
Resorption sowie ohne Anhalt auf Toxizitadt, Teratogenitat, Kanzerogenitdt oder antigene
Eigenschaften. Zudem ware eine hohe Biokompatibilitat, 6konomische Herstellungsverfahren, eine
einfache Sterilisierbarkeit und eine moglichst lange Haltbarkeit von Vorteil (29, 30). Eine detaillierte
Ubersicht Uber die einzelnen Stoffklassen der aktuellen Knochenersatzmaterialien gibt Tabelle 2.

Die derzeit gebrauchlichen KEM haben spezifische Nachteile. Hydroxylapatit-Keramiken verfiigen
Uber eine gute mechanische Stabilitdt und sind osteokonduktiv, verzdégern jedoch eine Substitution
mit neuem Knochen aufgrund der verzégerten Resorption des keramischen Materialanteils (4, 31).
Bioglaser und Glaskeramiken, deren bioaktive Oberflache ein Wachstum von Knochengewebe
entlang der Materialoberflache fordern, sind rissanfallig und werden gleichfalls nur zdgerlich
resorbiert (4). Polymeren und Kopolymeren mangelt es, abgesehen von der potenziellen
Sensibilisierung (32), an einem interkonnektierenden Porensystem sowie an mechanischer
Stabilitat (33). Derzeit finden Materialien dieser Rubrik vorzugsweise Anwendung als resorbierbare
Nahtmaterialien, Schrauben oder Pins und werden infolge des spezifischen Degradations-
verhaltens als Drug Delivery Systeme zur Freisetzung von Wirkstoffen verwendet (4). Mit
Ausnahme von vaskularisierten Transplantaten dienen aktuelle Knochenersatzmaterialien im
Wesentlichen als extrazellulare Matrix zur Stabilisierung eines ossaren Defektes (osteokonduktive
Wirkung) sowie Unterstitzung der ortsstandigen Osteoneogenese (29). Immer mehr zeichnet sich
daher die Notwendigkeit eines funktionellen und bioaktiven Gewebeersatzes ab, zur Férderung
des kdrpereigenen Regenerationspotenzials.
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Knochenersatzmaterialien

Keramiken

Hydroxylapatit -
Keramiken

Tricalciumphosphat
(TCP)

biphasische
Keramiken

Bioglaser

Zemente
Calciumphosphat-
Zemente

Kalziumsulfat

Metalle
Titan

Polymere
o methylmeth-
acrylate
o laktide
e kopolymere

Komposite

Hydroxylapatit
(HA)

Anorganische KEM
Sinterung von biologischen oder synthetischen pulverférmigen Ausgangs-
stoffen unter Druck und hohen Temperaturen
chemisch fast identisch zu biologischem Hydroxylapatit
osteotrophe Wirkung sowie Freisetzung von Kalzium- und Phosphationen (29)

Zwei kristalline Formen: a- und B-Form

Abbau der TCP erfolgt durch zellular (Phagozytose) und chemisch
(Degradation) (34): Resorptionszeit bis zu 14 Monate

gute Biokompatibilitat und osteokonduktive Wirkung

synthetische Geristsubstanzen aus a-TCP, B-TCP oder aus Hydroxylapatit (29)
dem humanen Apatit dhnlich (35)

gute Biokompatibilitat (36)

osteokonduktiv, kaum osteogene und osteoinduktive Eigenschaften (36, 37)
gute Stabilitat aber langsame Biodegradation (36)

amorphe Materialien basierend aus der Kombination vom sauren (Siliciumoxid,
Aluminiumoxid etc.) und basischen (Zinkoxid, Magnesiumoxid etc.) Oxiden

Grundform ist ein dreidimensionales Phosphoroxid-Siliciumoxid-Netzwerk,
ermoglicht das Anwachsen von Gewebe durch Oberflachenbioaktivitat (38)

hohe Rissanfalligkeit

Herstellung durch Pulverkomponenten und Wasser

Ein- und Zwei- Komponenten Systeme

Endprodukt Hydroxylapatit

osteokonduktiv

lediglich Platzhalterfunktion

keine osteokonduktive oder osteoinduktive Wirkung (Rentsch et al. 2012)
innovatives nichtresorbierbares KEM

porése Varianten zeigen osteokonduktive Wirkung sowie gute Biokompatibilitat
(39, 40)

formstabil und gute mechanische Belastbarkeit
keine Biodegradation somit Entfernung notwendig

Organische KEM

Abbau erfolgt im Gewebe durch Hydrolyse

Verwendung von Polyglycolid, Poly-L-lacitd, Poly-D,L-lacitd
bzw. Kopolymere

Verwendung als resorbierbares Osteosynthesematerial (41)

ein weitverbreitetes Mischpolymer ist das Poly(lactic-co-glycolic acid) sog.
PLGA, das als resorbierbares Nahtmaterial oder als Tragersubstanz
Verwendung findet (42)

Kombination aus biologischen und synthetischen Materialien

bioaktive KEM: Erweiterung der Funktion durch Verwendung von morphogenen
Wachstumsfaktoren und/oder mesenchymalen Stammzellen (23, 43, 44)

anorganischer Hauptbestandteil des Knochens
bovinem, porcinem, phytogenem oder korralinem Ursprungs
gute osteokonduktive Wirkung aufgrund interkonnektierender Porenstruktur

Tabelle 2: Einteilung der synthetischen und organischen Knochenersatzmaterialien nach Stoffklassen mit den
jeweiligen materialspezifischen Eigenschaften.
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1.2 BMP-2

Tissue Engineering von Knochen basiert auf dem Prinzip der regenerativen Wiederherstellung von
Knochengewebe unter Verwendung von knochenspezifischen Wachstumsfaktoren auf Trager-
materialien. Dabei sind diese sogenannten bioaktiven Komposite im Allgemeinen osteokonduktive
Tragermaterialen welche im Vorfeld mit morphogenen Wachstumsfaktoren beschichtet wurden
und infolge der vermittelten osteoinduktiven Kapazitat eine lokale Knochenregeneration bewirken
(29).

Bone Morphogenetic Proteins (BMP) zahlen zu den bedeutsamsten knochenbildenden Proteinen
und sind Mitglieder der TGF-B-Superfamilie (45). Die osteoinduktive Wirkung von BMP ist
allgemein bekannt und wurde bereits von Marshall Urist Mitte des 20. Jahrhundert beschrieben
(46). Bislang konnten etwa 40 verschiedene Bone Morphogenetic Proteins isoliert werden, wobei
nicht alle Gber ein osteoinduktives Potenzial verfigen (47, 48). Die molekularbiologische Isolierung
dieser osteogenen Proteine ermdglichte nachfolgend eine industrielle Herstellung von rhBMP (49—
51). Die Nomenklatur der BMPs ist im Allgemeinen uneinheitlich und infolge der maoglichen
Ausbildung von BMP Homo- und Heterodimeren zuséatzlich sehr komplex. Unter Berlcksichtigung
der Homologie BMP-kodierender Gene sowie gemeinsamer homologer Aminosauresequenzen,
werden Bone Morphogenetic Proteine in vier funktionelle Subgruppen zusammengefasst (51).
Tabelle 3 gibt einen Uberblick tiber die Klassifikation der BMP in die entsprechenden Subgruppen.

BMP-Subfamilien Mitglieder

BMP-2-Subfamilie BMP-2 und BMP-4

BMP-3-Subfamilie

BMP-5-Subfamilie BMP-5, -6, -7, -8, -8B, -9, -10 und -11
BMP-5, -6, -7, -8 (OP-1 [Osteogenic Protein-1 Gruppe])
BMP-12-Subfamilie BMP-12 [auch GDF-7, CDMP-3], BMP-13 [auch GDF-6,

CDMP-2], BMP-14 [auch GDF-5, CDMP-1] und BMP-15

Tabelle 3: Klassifikation der BMP in Subkategorien gemaf Funktion und Aminosauresequenzhomologie (51, 52)

BMP-2 verfugt neben BMP-7 Uber die ausgepragteste osteoinduktive Kapazitat, wie im Rahmen
von tierexperimentellen Untersuchungen zur ektopen Knocheninduktion beobachtet werden
konnte (53). BMP-2 veranlasst zunachst die Chemotaxis und Proliferation von perivaskular
vorkommenden mesenchymalen Vorlauferzellen und initiiert die Differenzierung dieser Zellen zu
Chondroblasten und Osteoblasten, welche im Verlauf Uber den Vorgang der enchondralen und
desmalen Ossifikation neuen Knochen induzieren (51, 54, 55). Des Weiteren fuhrt die Stimulation
durch BMP-2 von primar nicht osteogenen mesenchymalen Zellen, selbst in nichtossifizierendem
Gewebe, zu einer Differenzierung in Chondro- und Osteoblasten mit konsekutiver Ausbildung von
Knochengewebe (ektope Knocheninduktion) (56).
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Die natlrliche Synthese von BMP-2 erfolgt in Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten, Chondrozyten
und Thrombozyten (57, 58). Nach auto- und parakriner Sekretion des Peptids dient die
Extrazellularmatrix (EZM) des Knochens als temporares Reservoir (1 p/ kg Kortikalis) (59). BMP-2
wird als Vorlaufer- bzw. Pro-Protein synthetisiert (60). Dieses bestehet aus einer N-terminalen
Signalsequenz, gefolgt von einem aus bis zu 300 Aminosauren gebildeten Propeptid und einer
C-terminalen, aus etwa 100 — 140 Aminosauren bestehenden, Polypeptidkette, dem eigentlichen
wirksamen Zytokin. Im endoplasmatischen Retikulum erfolgt im C-terminalen Abschnitt, innerhalb
des zukunftigen freigesetzten reifen BMP-2, (ber die Ausbildung einer intermolekularen
Disulfidbriicke zwischen zwei monomeren Untereinheiten, eine Dimerisierung. Das aus jeweils
zwei Propeptiden und zwei C-terminalen Einheiten entstandene Dimer, bildet das Vorlauferprotein
—das proBMP-2 (Abbildung 2). Nach proteolytischer Abspaltung des Propeptids vom C-terminalen
Anteil des Dimers werden die reifen BMP-2 Dimere in den Extrazellularraum sezerniert (61, 62).

Pré&-Pro-Protein BMP-2

Abspaltung N-
terminalen
Sequenz

\ ) T \ ‘( J

N-terminale Sequenz Propeptid C-terminale Sequenz

proteolytische
Abspaltung

Propeptid Pro-Protein (meMP_Z.)_

f |

Propeptid C-terminale Sequenz

Reifes BMP-2 Monomer

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Biosynthese anhand eines BMP-2 Monomers. BMP-2 wird als Pra-Pro-
Protein synthetisiert. Die N-terminale Sequenz besteht aus 20 Aminosaureresten und ist fiir die Translo-
kalisation in das endoplasmatische Retikulum verantwortlich, gefolgt vom Propeptid bestehend aus 264
Aminosaureresten. Das C-terminale Ende besteht aus 114 Aminosaureresten und stellt das eigentliche
aktive BMP-2 dar. Propeptid + C-terminales Ende reprasentieren die pramature Form des BMP-2 - das
proBMP-2. Die proteolytische Abspaltung des Propeptids vom C-terminalen Abschnitt ergibt die aktive
Form des BMP-2 (63).
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Grundsatzlich erfolgt die zellulare Signalwirkung von Mitgliedern der TGF-B-Superfamilie Gber die
Interaktion von membrangebundenen Rezeptoren. Infolge der Bindung an spezifische Rezeptoren
kommt es zur Auslosung einer intrazellularen Signalsequenz mit nachfolgender Induktion von
Transkriptionsfaktoren und damit der eigentlichen Regulation der Zielgene (64). TGF- Rezeptoren
sind spezifische transmembrandse Serin/Threonin-Kinase Rezeptoren. Gemal der Sequenz-
homologie und Funktion werden die BMP-2 spezifischen Rezeptoren in BMPR-IA und BMPR-II
unterteilt (65). In Abhangigkeit der vorherrschenden Rezeptoren-Liganden Konstellation besteht
ein SMAD-abhangiger Signalweg (PFC= preformed complex) von einem sequenziellen Bindungs-
modus des p38-MAPK abhangigen Signalwegs (66). Die Bindung eines BMP-2 Dimers an einen
bereits vorbestehenden Rezeptorkomplex aus jeweils zwei BMPR-IA und BMPR-II Rezeptoren
(preformed complex) aktiviert den SMAD-Signalweg. SMAD-Proteine sind intrazellulare
Mediatoren deren Namensgebung sich von den ersten beiden identifizierten Mitgliedern dieser
Proteinfamilie ableiten: dem MAD-Protein (mothers against decapentaplegic) aus Drosophila
melanogaster (Taufliege) sowie dem SMA-Protein (small body size) aus Caenorhabditis elegans
(Fadenwurm). Nach Phosphorylierung von R-Smads 1, 5, 8 (R-Smad = receptor regulated Smad)
durch die aktivierte Kinase des Typ | Rezeptors, assoziieren diese mit einem weiteren Co-Smad
(common mediator Smad — Co-Smad) zu einem SMAD-Komplex. Der nachfolgende Transport
dieses entstandenen SMAD-Komplexes in den Zellkern, induziert eine Genexpression von
Transkriptionsfaktoren wie z. B. Runx2 mit konsekutiver osteoblastarer Differenzierung von
mesenchymalen Zellen (67, 68). Demgegenilber bindet im sequenziellen Bindungsmodus BMP-2
primar an zwei hochaffine BMPR-IA Rezeptoren. Anschlielend kommt es zur Rekrutierung von
zwei weiteren BMPR-II Rezeptoren und dadurch zur Ausbildung eines BMP induced signaling
complex (BISC) bestehend aus einem BMP-2 Dimer sowie je zwei BMPR-IA und BMPR-II
Rezeptoren (69). Infolge dieses heterotetrameren Komplexes erfolgt die Aktivierung einer mitogen-
aktivierenden p38-MAPK Proteinkinase (mitogen-activated protein kinase) (70) mit nachfolgender
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren. Letztendlich kommt es zur Synthese von
spezifischen Knochenmatrixkomponenten wie alkalischer Phosphatase, Typ | Kollagen,
Fibronectin, Osteopontin und Osteocalcin (71) (Abbildung 3).


https://de.wikipedia.org/wiki/Mothers_against_decapentaplegic
https://de.wikipedia.org/wiki/Drosophila_melanogaster
https://de.wikipedia.org/wiki/Drosophila_melanogaster
https://de.wikipedia.org/wiki/Caenorhabditis_elegans
https://de.wikipedia.org/wiki/Fadenw%C3%BCrmer
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Sequentieller Bindungsmodus ‘ Bindung an den Pre-Formed Complex
“ Bwp2
B
Zellmembran
__] R-Smad
L] (Smad 1/5/8)
BMPR-II BMPR-1A O
'
o Phosphorylierter XIAP B Co-Smad (Smad 4)
Aminosaurerest TAB-TAK1
-
MAP-Kinase-Signalweg
Y
p38 @)
+
Zellkern
\J
p38-sensitive Gene = ALP Smad 1/5/8-sensitive Gene

Abbildung 3: Schematische Darstellung der BMP-Signalweges aus (66). Der Smad-abhangige Signalweg (preformed
complex) ist der heute besser erforschte Signaltransduktionsweg. Uber eine Ligandenbindung und der
damit verbundenen Phosphorylierung wird eine Smad-Kaskade aktiviert, die nachfolgend eine
Expression von Genen steigert. Der sequenzielle Bindungsmodus, wird Gber die XIAP (X-linked inhibitor
of apoptosis protein) aktiviert, das dann als Bindeglied fiir die Signallibertragung iber das Protein TAB1
(TGF-B-activated binding protein) auf die MAPKKK TAK-1 (TGF-B-activated kinase 1) dient. Durch diese
Ubertragung wird eine MAP-Kinase-Kaskade aktiviert, die (iber die Phosphorylierung von p38 und einen
Transkriptionsfaktor die Expression von typischen Knochenmatrixproteinen, wie Typ-lI Kollagen,
Fibronectin, Osteopontin, Osteocalcin und Alkalische Phosphatase, induziert (66, 71-73).

Infolge der ausgepragten osteoinduktiven Kapazitat von BMP-2 besteht in der rekonstruktiven
Chirurgie ein groRes Interesse an diesem Zytokin zur Wiederherstellung von Knochendefekten.
Dabei ermdéglicht gegenwartig die rekombinante Herstellung von BMP-2 eine hinreichende
Bereitstellung des Faktors fir systematische Untersuchungen knochenregenerativer Verfahren
(63, 74-76). In zahlreichen Versuchen konnte die Kapazitdt von BMP-2 zur Ausheilung und
Wiederherstellung von Knochendefekten (77—-87) wirkungsvoll nachgewiesen werden. Angesichts
derartiger positiver Studienergebnisse als Alternative zum autologen Knochentransplantat, erhielt
rhBMP-2 eine klinische Zulassung (88) fur unterschiedliche Behandlungsindikationen in der Neuro-
(89), Unfall- (90) und kraniofazialen (91) Chirurgie. Derzeit wird rhBMP-2 mit einem bovinen
Kollagenschwamm als Tragermaterial in Europa unter dem Produktnamen InductOs® und in den
USA als INFUSE® gefiihrt (Medtronic Sofamor Danek, Inc. Minneapolis) (89—91).
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1.3 BMP-2 assoziierte Komplikationen

Die klinische Anwendung von rhBMP-2 ist jedoch nicht unbedenklich. Bereits im Jahr 2008 warnte
die FDA im Zusammenhang mit rhBMP-2 vor potenziell schwerwiegenden Komplikationen (92).
Seit Zulassung wurden bis zum Jahr 2017 mehr als 10.000 Berichte Uber rhBMP-2 assoziierte
Nebenwirkungen verfasst (93). Dabei traten in etwa 75 % der Falle inflammatorische Komplikation
in der Region der Applikation auf. Dokumentiert wurden Odeme, Erytheme, Schwellungen und
Schmerzen (93) mit mittelgradigem Verlauf (84, 94) bis hin zu lebensbedrohlichen Zustanden (95)
und sogar letalem Ausgang (96). Ursache dieser lebensbedrohlichen Komplikationen waren
mitunter das Auftreten der Odeme und Schwellungen im Bereich der Atemwege nach Verwendung
von BMP-2 im kraniofazialen Bereich, was eine ernsthafte Einschrankung dieses Zytokins fur die
Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie darstellt (92).

Problem bei der Anwendung von Bone Morphogenetic Protein sind die hohen Anfangs-
konzentrationen von BMP-2 im Gewebe, welche aufgrund hoher initialer Freisetzungsmengen
(sog. burst release) Ursache der inflammatorischen Nebenwirkungen sind (45, 97, 98). Nach der
initialen hohen Freisetzungskonzentration von BMP-2 erfolgt die graduelle Freisetzung des
verbliebenen Wachstumsfaktors aus dem Tragermaterial mit einer Halbwertzeit von 1 bis zu 10
Tagen (99, 100). Dabei stellt eine hinreichende Anzahl von BMP-2-sensiblen Zielzellen die
notwendige Voraussetzung dar zur Umwandlung der Zytokin-spezifischen Differenzierungssignale
(101, 102). Im Zuge der Applikation von BMP-2 ist initial die erforderliche Konzentration
mesenchymaler Zellen am Implantationsort noch nicht ausreichend prasent, um die hohen
Anfangskonzentration des Wachstumsfaktors simultan kompensieren zu kénnen. Von Vorteil ware
daher eine umgekehrte Freisetzungskinetik des Zytokins. In der Literatur wird dem Wachstums-
faktor bereits bei Konzentrationen im femtomolaren Bereich eine Chemotaxis zugesprochen.
Nanomolare Konzentrationen ermoglichen eine mesenchymale Zellproliferation und
Konzentrationen im Mikrogrammbereich férdern eine Osteoinduktion (103, 104). Folglich wirde
anfanglich eine geringe Konzentration des Wachstumsfaktors am Applikationsort initial eine
Rekrutierung BMP-2 sensibler mesenchymaler Zellen fordern. Eine kontinuierliche und
prolongierte Freisetzung des Wachstumshormons im Implantationslager wirde folglich eine
simultane sowie aquivalente Proliferation an BMP-2 sensiblen Zellen erméglichen, um nachfolgend
eine effiziente Umsetzung BMP-2-vermittelter osteoinduktiver Signale zu ermdglichen. Unter
Vermeidung der hohen initialen Anfangskonzentrationen zugunsten einer graduellen und
prolongierten Freisetzung ware eine Knochenregeneration unter Ausbleiben bzw. Verringerung
inflammatorischer Nebeneffekte zu erwarten (97).
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2 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Studie war es, proBMP-2 als mégliches neues vertraglicheres Praparat im
Vergleich zum konventionell verwendeten BMP-2 fur die Therapie von Knochendefekten zu
identifizieren.

Die Vermutung gilt, dass die Prozessierung des proBMP-2 zum maturen BMP-2 durch
proteolytische Abspaltung des N-terminalen Abschnittes im Gewebe erfolgt (51). Infolge dieser
fortlaufenden Prozessierung des pramaturen Faktors ist anzunehmen, dass ein gradueller und
kontinuierlicher Konzentrationsanstieg von BMP-2 durch die Verwendung von proBMP-2 im
Gewebe erreicht werden kann. Die sukzessive Umsetzung der pramaturen Form konnte eine
gunstigere und protrahierte Generierung von BMP-2 im Gewebe ermdglichen. Unerwiinschte
,ourst release” des Proteins kdnnten vermieden werden und im Vergleich zum reifen BMP-2 eine
harmonischere Knocheninduktion beglnstigen. Im Tierversuch konnte die knocheninduzierende
Wirkung von proBMP-2 bereits nachgewiesen werden (63). Die pradmature Form besitzt im
Gegensatz zum reifen BMP-2 eine unterschiedliche Pharmakokinetik. Es ist bei neutralem pH gut
I6slich und verursacht aufgrund einer kompetitiven Hemmung am BMP-2-Rezeptor eine
Retardwirkung (66).

In dieser Studie sollte geprift werden, ob durch die Verwendung von proBMP-2 im Vergleich zu
BMP-2 in einem ektopen Lager eine entsprechende Flache an neu gebildetem Knochengewebe
innerhalb eines bovinen Hydroxylapatit-Scaffolds (BioOss) generiert werden kann. Zur Erlangung
aussagekraftiger Ergebnisse erfolgte die Verwendung korrespondierender Mengenverhaltnisse
der unterschiedlichen Proteinformen durch den Einsatz dquimolaren Konzentrationen von BMP-2
respektive proBMP-2.

Als zweiter zu untersuchender Aspekt dieser Studie galt die Evaluation von inflammatorischen
Komplikationen in Form von Odemen und Verletzungen an der Implantationsstelle zur Beurteilung
des Nebenwirkungsprofils der jeweiligen Wirkstoffe.

Als angemessene Untersuchungsmethode zahlen die histomorphologische Auswertung der
induzierten Knochenflachen, eine semiquantitative Bewertung der Odeme und Verletzungen an
der Implantationsstelle sowie die Dokumentation der Gewichtsveranderung zu den verschiedenen
Beobachtungszeitpunkten.
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3 Material und Methoden

Der dieser Arbeit zugrunde liegende Tierversuch wurde vom zustandigen Landesveterinar- und
Lebensmitteluntersuchungsamt Rostock unter der Nr.: LALLF M-V/TSD/7221.1-1.1-45/09
genehmigt.

3.1  Versuchsaufbau

Als Versuchstiere wurden 54 weibliche Sprague-Dawley Ratten mit einem Gewicht von 250 g
verwendet. Es erfolgte die subkutane Implantation von 1 x 1 x 1 cm grof3en BioOss Blocken
(BioOss, Geistlich Biomaterials, Wolhusen, Schweiz) in eine paramediane dorsale Hautkammer.
Zur Herstellung aquivalenter Komposite mit korrespondierenden Mengenverhaltnissen der
jeweiligen Proteinformen erfolgte die Beschichtung der BioOss Blocke mit jeweils aquimolaren
Mengen (1,5 nmol) an BMP-2 bzw. proBMP-2. Infolge der unterschiedlichen molekularen Masse
des maturen bzw. pramaturen Proteins (siehe S. 9 Abb.2) entsprachen 1,5 nmol BMP-2 2 20 ug
BMP-2 und 1,5 nmol proBMP-2 2 70ug proBMP-2. Als Kontrolle erfolgte die Implantation von
BioOss Blocken ohne Wirkstoff. Die Versuchstiere wurden in drei Gruppen zu jeweils 18 Individuen
unterteilt. Allen Versuchstieren der Gruppe A (n=18) wurde ein BioOss-Block ohne
Wachstumsfaktor (Kontrolle), der Gruppe B ein BioOss-Block mit BMP-2 (n=18) und der Gruppe C
ein BioOss-Block mit proBMP-2 (n=18) implantiert. Der postoperative Beobachtungszeitraum
innerhalb der jeweiligen Gruppen betrug 3 Wochen, 6 Wochen und 12 Wochen mit jeweils 6 Tieren
pro Zeitpunkt (Tabelle 4). Wahrend des Versuchsablaufs wurden alle gesundheitlichen Verande-
rungen an den Tieren dokumentiert. Alle Versuchstiere wurden zu Beginn und am Tag der Tétung
gewogen und Gewichtsveranderungen dokumentiert. Nach den jeweiligen Beobachtungs-
zeitpunkten erfolgte die Totung der Tiere mittels Kohlendioxids. Die entnommenen Proben wurden
klinisch inspiziert und histologisch aufgearbeitet. Mittels Slide Scanner erfolgte eine Digitalisierung
der histologischen Proben und anschlielend die systematische histologische und
histomorphometrische digitale Auswertung der Praparate. Anhand klinischer, histologischer und
histomorphometrischer Untersuchungen sollte die Knocheninduktion innerhalb der Hydroxylapatit-
Scaffolds sowie das Nebenwirkungsprofil beider Proteinformen miteinander verglichen werden.

3.2 Versuchstiere

Alle Tiere wurden speziell flir wissenschaftliche Versuchszwecke gezuchtet und von der Firma
Charles River Laboratories (Charles River Laboratories, Research Models and Services, Germany
GmbH) bezogen. Diese Tierspezies hat in vorangegangenen Studien eine gute Handhabung
bewiesen und ist ein etabliertes Tiermodell zur Testung von Knochenersatzmaterialien in
Kombination mit verschiedenen Wachstumsfaktoren (105, 106). Die gesamte Versuchstierhaltung
erfolgte am Rudolf-Zenker-Institut fir Experimentelle Chirurgie mit zentraler Versuchstierhaltung
der Medizinischen Fakultat der Universitat Rostock. Die Haltung der Tiere erfolgte in Standard-
kafigen Makrolonkafig Typ IV mit einer Besatzdichte von zwei Tieren in einem klimatisierten Raum
(20 — 25 °C Raumtemperatur sowie relative Luftfeuchte 60 — 70 %) mit einem Hell-Dunkel-
Rhythmus von 12 Stunden. Futter und Wasser wurden ad libitum angeboten. Nach Anlieferung der
Tiere durchliefen diese eine Akklimatisationszeit von einer Woche. Die Tiere befanden sich Gber
den gesamten Zeitraum der Studie unter regelmafiger veterindrmedizinischer Kontrolle.
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3.3 Gruppeneinteilung

Allen 54 Sprague-Dawley-Versuchstieren wurden BioOss Scaffolds implantiert. Es erfolgte eine
randomisierte Aufteilung der Tiere in Gruppe A, B und C zu jeweils 18 Tieren. Individuen der
Gruppe A erhielten leere BioOss Scaffolds (Kontrolle). Tiere der Gruppe B erhielten BioOss
Scaffolds mit jeweils 1,5 nmol BMP-2. Tiere der Gruppe C erhielten BioOss Scaffolds mit jeweils
1,5 nmol proBMP-2. Nach Ablauf der entsprechenden Beobachtungszeitraumen wurden die Tiere
getdtet und die Proben der histologischen Aufarbeitung zugefiihrt. Die Anzahl der Versuchs-
gruppen und Versuchszeitraume resultierte aus den Fragestellungen. Um statistische signifikante
Berechnungen anhand der histologischen Befunde zu ermdglichen, war eine Mindestzahl von n=6
Tieren pro Versuchsgruppe und Untersuchungszeitraum von 3 Wochen, 6 Wochen und 12 Wochen
erforderlich (Tabelle 4).

Versuchsdauer Versuchsgruppen

A B Cc

BioOss BioOss BioOss

leer + BMP-2 + proBMP-2
(Kontrolle) (1.5nmol) (1.5nmol)

3 Wochen 6 Tiere 6 Tiere 6 Tiere

6 Wochen 6 Tiere 6 Tiere 6 Tiere

12 Wochen 6 Tiere 6 Tiere 6 Tiere
Anzahl der Tiere 18 18 18

(pro Versuchsgruppe)
Anzahl der Tiere 3x18=54

Tabelle 4: Versuchsplanung
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3.4 BioOss

Als Tragermaterial wurden BioOss Blocke der Firma Geistlich (BioOss, Geistlich Biomaterials,
Wolhusen, Schweiz) verwendet. Nach chemischer und physikalischer Sterilisation des bovinen
Knochenmaterials entsteht eine hochgereinigte, proteinfreie Hydroxylapatitmatrix. Aufgrund des
vergleichbaren Kalzium/Phosphat-Verhaltnisses von 2:1 sowie einer Porengréfie von etwa 100 um
ahnelt BioOss der Knochenmatrix von humanen Spongiosaknochen (BioOss, Geistlich Bio-
materials, Wolhusen, Schweiz). BioOss gilt als eines der am ausfuhrlichsten wissenschaftlich
dokumentierten KEM (29) und erbrachte in vorangegangenen Untersuchungen als Tragermaterial
fur BMP-2 vielversprechende Ergebnisse hervor (9, 45, 84, 107, 108).

Abbildung 4: BioOss Block dargestellt im Microcomputertomographen. Die hochpordse Struktur des bovinen
Hydroxylapatitgeristes fordert eine Vaskularisation und eine Adhasion von migrierten Zellen an der
Oberflache im Sinne einer Osteokonduktion.

Die 1 x 1 x 2 cm groRen BioOss Blocke wurden mit einem sterilen Einwegskalpell (Grofe 20,
Dahlhausen Medizintechnik GmbH, Halberstadt) in 1 x 1 x 1 cm grol3e Implantate halbiert. Das
Auftragen der aquimolaren Konzentrationen von jeweils 1,5 nmol BMP-2 (2£20ug) bzw. 1,5 nmol
proBMP-2 (470ug), erfolgte in die Mitte des Blocks mittels Eppendorf Pipette (Eppendorf
Bio-Master, Eppendorf AG). Anschlieliend wurden die durchtrankten Implantate bei 8 C° steril
gelagert.
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Abbildung 5: Herstellung der HA-Scaffolds. A) BioOss der Firma Geistlich, nicht resorbierbares bovines Knochen-
ersatzmaterial auf der Basis von Hydroxylapatit. Aufgrund der biophysikalischen Eigenschaften des
Materials zeigt es eine groRe Ahnlichkeit zu humanen Spongiosaknochen B) solider BioOss Block,
OriginalgréfRe 2 x 1 x 1 cm. C) Halbierung des Blocks in 1 x 1 x 1 cm D) nach Auftragen von BMP-2 bzw.
proBMP-2 sterile Lagerung der Komposite bei 8 C°.

3.5 BMP-2/proBMP-2

Das in diesem Versuch verwendete rhBMP-2 und rhproBMP-2 wurde mit freundlicher
Unterstltzung von der Arbeitsgruppe Prof. E. Schwarz aus dem Institut flr technische Biochemie
der Martin-Luther-Universitat in Halle-Wittenberg zur Verfugung gestellt. Die Herstellung des
rekombinanten BMP-2 und proBMP-2 erfolgt Gber eine heterologe Expression der jeweiligen cDNA
in E. coli in Form von inclusion bodies mit anschlieRender Renaturierung der Proteine in vitro.
Dieser Herstellungsprozess wurde durch die Arbeitsgruppe Schwarz entwickelt und gilt als ein
etabliertes Verfahren zur Herstellung von rhBMP-2 und rhproBMP-2 (61, 76).
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3.6 Operatives Vorgehen

Die Versuchstiere wurden praoperativ gewogen und ihr Gewicht dokumentiert. Alle Eingriffe
erfolgten in Narkose. Fir die Narkose der Tiere kam eine Kombination aus Ketamin (Ketavet,
Fa. Upjohn GmbH, Heppenheim, D) und Xylazin (Rompun, Fa. Bayer AG, Leverkusen, D) zum
Einsatz (Tabelle 5). Die Kombination wurde unverdiinnt mit einer Feindosierungsspritze (Injekt-F
Feindosierungsspritze 1 ml B. Braun Melsungen AG) gewichtsadaptiert intraperitoneal injiziert.

Ketavent 10 % 1 pl/g Kérpergewicht

Rompun 2 % 0,6 pl/g Korpergewicht

Tabelle 5: Dosierung der intraperitonealen Narkose

Nach erfolgreicher Narkose und Respirationskontrolle der Tiere erfolgte die Rasur des Operations-
felds am Ricken und nachfolgend die sorgfaltige Desinfektion mit Povidon-Jod (Betaisodona
Losung, MundiPharma, Limburg). Nach entsprechender Bauchlagerung der Tiere auf einer
Warmeplatte erhielten diese zum Schutz der Augen Bepanthen Augensalbe (Bepanthen, Roche).
Als Zugang wurde ein dorsaler Medianschnitt gewahlt. Nach Darstellung des M. latissimus dorsi
erfolgte die stumpfe Praparation einer paramedianen subkutanen Hautkammer und nachfolgend
die Implantation der unterschiedlich beschichteten BioOss Blécke. Die Wunde wurde mit 3-0 Vicryl
resorbierbarer Naht (Ethicon, Johnson & Johnson Medical) verschlossen. In den ersten drei post-
operativen Tagen wurde das Analgetikum Novaminsulfon, 15 Tropfen/100 ml Trinkwasser pro Tag
appliziert. Bei Verhaltensauffalligkeiten als Hinweis auf Schmerzen wie z.B. Nahrungs-
verweigerung erfolgte eine prolongierte Gabe des Analgetikums. Bis zum Tag der Tétung wurden
die Versuchstiere in regelmaligen Abstidnden gewogen, sorgfaltig untersucht und fotografisch
dokumentiert.
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Abbildung 6: Operationsablauf der subkutanen Implantation. A) Rasur der Rickenpartie am narkotisierten Tier auf
einem Areal von 5 x 3 cm. B) Desinfektion des Operationsgebietes und mediane Schnittfihrung an der
Haut C) Darstellung des M. latissimus dorsi und stumpfe Praparation einer paramedianen subkutanen
Hautkammer D) Implantation der unbeschichteten Kontrollen sowie der rhBMP-2 respektive der
rhproBMP-2 beschichteten HA-Scaffolds E) Ruckverlagerung der Haut F) Wundverschluss mit
resorbierbarer Naht (Vicryl 3-0).
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3.7 Totung der Tiere

Nach Ablauf des vorgesehenen Versuchszeitraums erfolgte die Tétung der Tiere mittels Kohlen-
dioxids. Die Entnahme der BioOss Blécke fand unmittelbar nach der Tétung der Tiere statt. Die
Praparate wurden makroskopisch untersucht und unmittelbar in Formalin fixiert.

3.8 Entnahme der Blocke und Histologie

Nach siebentagiger Fixation der Proben in 10 %igem Formalin, wurden die Blocke wiederum
halbiert und anschlielend wurde das Material fir die Paraffinhistologie aufbereitet.

Abbildung 7: Entnahme Praparat. A) Rasur der reizfreien Implantationsstelle vor der Entnahme des BioOss Blocks B)
Entnahme des Implantats mit umliegendem Gewebe, um eine Beschadigung des Praparates zu
vermeiden.

Die Herstellung der histologischen Praparate erfolgte jeweils aus der zur Mitte hin angeschnittenen
Seite des BioOss Blocks. Zur reprasentativen Beurteilung der Knochenneubildung innerhalb der
Implantate wurden zwei separate Schnittebenen definiert. Schnittebene | der zur Mitte
angeschnittenen Seite anliegend. Schnittebene Il um 100 ym parallel zur Schnittebene | versetzt.
Je Schnittebene erfolgte die Herstellung von jeweils flinf Praparaten mit einer Starke von jeweils
4 um. AnschlieBend wurden die Praparate jeder Schnittebene nacheinander der Hamatoxylin-
Eosin- (HE), Masson-Goldner-, Masson-Trichrom-, Hamatoxylin-Eosin- sowie der TRAP- (Tartrate
Resistent Acid Phosphatase) Farbung zugefihrt (Abbildung 9). Demzufolge standen flr jedes
Tier 10 feingewebliche Praparate zur Verfugung, was bei der Gesamtanzahl von 54 Tieren
540 reprasentative histologische Praparate ergab.
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Paraffinhistologie:
1.Himatoxylin-Eosin
2.Masson Goldner
3.Masson Trichrom
4. Himatoxylin-Eosin
5. TRAP Fiarbung

Abbildung 8: Halbierung der entnommenen BioOss Implantate und Festlegung der zwei separaten Schnittebenen.
Schnittebene | der zur Implantatmitte zugerichteten Seite. Schnittebene 1l um 100 ym parallel zur Schnitt-
ebene | versetzt. Je Schnittebene Herstellung von jeweils finf histologischen Praparaten der Starke
4 ym. Farbung der Paraffinpréaparate in nachfolgend gleichbleibender Sequenz: 1. Hamatoxylin-Eosin,
2. Masson-Goldner, 3. Masson-Trichrom, 4. Hdmatoxylin-Eosin und 5. TRAP.

Die HE-Farbung von histologischen Paraffinpraparaten zur Darstellung von BMP-2-induziertem
Knochengewebe gilt als wissenschaftliches Standardverfahren und ist in der Literatur vielfach
zitiert (77, 109, 110). Dementsprechend erfolgte die histomorphometrische Analyse der Knochen-
neubildung primar an den zur Verfigung stehenden 216 HE-gefarbten Praparaten. Die Praparate
nach Masson-Goldner- und Masson-Trichrom-Farbung dienten dabei als Referenz zum Abgleich
der Knochenneubildung zu den HE-Praparaten (Abbildung 11) (77). Die erganzende Farbung von
TRAP erlaubte die Identifizierung von Osteoklasten als Nachweis knochenspezifischer Zellen
sowie eines Knochenremodeling (Abbildung 11). Es erfolgte eine Digitalisierung aller Praparate
mittels Slide Scanner (Carl Zeiss Microlmaging Mirax Micro Digital). Zur Auswertung wurde das
digitale Invert Mikroskop Axio Imager M2 und die dazugehorigen Software AXIOVISION 4.8.2
verwendet.
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Bei bekanntem Pixelabstand und Auflésung wurde die Kalibrierung der Software vorgenommen,
um eine mafRstabsgerechte Vermessung der Flachen an frischem Knochengewebe zu gewahr-
leisten. Die Vermessung der zu analysierenden Flachen erfolgte durch manuelles Umfahren mittels
Cursors. Die umfahrenen Flachen wurden automatisch berechnet und in mm? gespeichert
(Abbildung 9 und 10). Von allen ausgewerteten 216 histologischen HE-Praparaten wurden jeweils
die gesamte Blockflache sowie die Flache des neu entstandenen Knochens in Quadratmillimeter
[mm?] vermessen und automatisch in einer Excel-Tabelle dokumentiert.

A B

129,8 mm?

Abbildung 9: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe B, Versuchszeitraum 12 Wochen. A) Ubersichtsaufnahme;
Flache des Praparats nach Fixation in Formalin und HE Farbung. B) manuelles Vermessen der Gesamt-
flache des Praparats durch Umfahren der duReren Grenzen des Blocks mit dem Cursor (schwarze
Markierung). Infolge der Kalibrierung der Software erfolgt eine automatische Berechnung der Flache in
mm?Z.
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Abbildung 10: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe B, Versuchszeitraum 12 Wochen. A) Ausschnitts-
vergréerung neu gebildeter Knochen (schwarze Pfeile) innerhalb des Hydroxylapatitgeriistes B)
Erfassung der Flache an frischem Knochen mittels manueller Vermessung und automatischer
Berechnung in mm?2.
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Abbildung 11: Korrespondierende BioOss Praparate der Gruppe B, Versuchszeitraum 3 Wochen. A) Hamatoxylin-
Eosin Farbung: charakteristische Darstellung von neu gebildetem Knochengewebe (schwarze Pfeile),
typisch intensive violette Farbung des frischen Knochens in der HE-Farbung. Gut zu erkennen die
kompakte und geordnete Binnenstruktur des frischen Knochens im Vergleich zum umliegenden
ungeordneten Bindegewebe (*) und BioOss Material (grauer Pfeil). Innerhalb des neuen Knochens gut
erkennbar zahlreiche eingemauerte Osteozyten (weiller Pfeil). Demgegeniber zeigt das bovinen
Hydroxylapatitgertstes lediglich eine leicht violette Farbung und verfiigt liber keine zelluldren Bestand-
teile. Bindegewebe (*) zeigt eine helle Farbung in der HE Technik mit ungeordneten und lockeren
Zellstrangen B) Masson-Goldner Farbung: Knochengewebe (schwarze Pfeile) wird intensiv tirkis
angefarbt. Auch hier die fiir Knochengewebe charakteristischen umschlossenen Osteozyten (weiler
Pfeil). Bindegewebe (*) demonstriert demgegentiber eine schwache tiirkise Farbung mit ungeordneter
Binnenstruktur sowie zahlreichen GefalRen (kleine schwarzen Pfeile) C). In der Masson-Trichrom
Farbung wird Knochengewebe (schwarze Pfeile) intensiv blau angefarbt. Bindegewebe (*) hingegen
zeichnet sich bei dieser Farbetechnik hell blaulich bis violett ab. Zum Abgleich von Knochengewebe in
der HE-Farbung dienten diese beiden Farbetechniken als Referenz (77) (korrespondierende Praparate
zur Darstellung von Knochengewebe in HE-Farbung a vs. aa Masson-Goldner bzw. Aa Masson-Trichrom
Farbung D) TRAP Farbung zur Identifikation von Osteoklasten (schwarzer Pfeil) als knochenspezifische
Zellen innerhalb des neu gebildeten Knochens und Nachweis eines physiologischen Knochenumbaus
(Remodeling).
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Aus den sich ergebenden Mehrfachwerten fir jedes Tier, entsprechend der vier vorliegenden
HE-Praparate pro Tier (2 x HE-Praparate je Schnittebene), erfolgte die Mittelung der Werte auf
Tieresebene, wonach die aufgetragenen Werte Mittelwerte der jeweiligen Messungen
reprasentierten. Die resultierenden Ergebnisse reprasentierten absolute Werte der Flache der
jeweiligen vermessenen Flachen des neu gebildeten Knochens sowie die Gesamtflache des
Implantats. Die relative Knochenflache (Verhaltnis Knochenneubildung zum Implantat) wurde
durch Dividieren der absoluten Knochenflache durch die gesamte Blockflache ermittelt und als
relative Knochenbildung dargestellt. Die Darstellung der Knochenneubildung erfolgte mittels
deskriptiver Statistiken der absoluten [mm?] und relativen Knochenflache [%] in den drei Gruppen
und fur jeden der drei Beobachtungszeitraume.

3.9 Analyse Nebenwirkungsprofil

3.9.1 Gewichtsveranderung

Als orientierender Hinweis bezlglich des Gesundheitszustands der Versuchstiere und damit
Informationen Gber BMP-2 bzw. proBMP-2 assoziierter Nebenwirkungen, erfolgte die Gewichts-
kontrolle der Versuchstiere am Tag der Operation sowie am Tag der Tétung. Der Gewichtsverlauf
aller Tiere wurde in Gramm tabellarisch festgehalten.

3.9.2 Odeme und Verletzungen

Zur differenzierten Beurteilung des Nebenwirkungsprofils der in diesem Versuch verwendeten
Wachstumsfaktoren BMP-2 und proBMP-2 wurden sichtbare gesundheitliche Veranderungen im
Bereich der Implantationsstelle graduiert bewertet. Um die Schwere von Nebenwirkungen
statistisch verwenden zu kénnen, wurden Odeme und Verletzungen in aufsteigender Graduierung
in vier Gruppen unterteilt (Tabelle 6).

Veranderung Klassifikation

Keine Odeme bzw. keine Verletzung 0
Leichte Odeme oder Verletzungen +
Mittelstarke Odeme oder ++

Verletzungen

Starke Odeme oder Verletzungen +++

Tabelle 6: Klassifikation von aufgetretenen Odemen und Verletzungen
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Dabei erfolgte eine Kategorisierung der gesundheitlichen Veranderungen anhand des Umfangs
eines Odems sowie der GroRe und Tiefenausdehnung einer Verletzung im Bereich der
Implantationsstelle. Jedes Tier wurde auf vorhandene Odeme und/oder Verletzungen untersucht
und bewertet. Die subjektiven Ergebnisse wurden dokumentiert und zur nachfolgenden
Auswertung fotodokumentiert. Diese Datenerfassung ermdglicht eine zuverlassige
Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Versuchstiere in Bezug auf Odeme und Verletzungen.

3.10 Statistische Auswertung

Zum Vergleich der Gruppen beziiglich der absoluten Knochenneubildung, relativer Knochen-
neubildung und Gewichtsveranderung (getrennt flr jeden Beobachtungszeitraum) wurden der
Kruskal-Wallis-Test (Varianzanalyse) und der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (fur die paarweisen
Vergleiche zwischen den Gruppen) verwendet. Die statistische Auswertung der Nebenwirkungen
erfolgte mittels exakten Tests nach Fisher nach Auftreten von Odemen und Verletzungen (ja/nein),
in Abhangigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit. Eine Testung erfolgte getrennt nach Beobach-
tungszeitraum sowie alle 54 Tiere zusammen. Die Darstellung der aufgetretenen Nebenwirkungen
erfolgte mittels Abbildung von absoluten und relativen Frequenzen der Odeme und Verletzungen
nach Gruppe und Beobachtungszeitraum. Fur alle statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau
von a = 0,05 verwendet. Tabellen und Grafiken wurden mit der Software Microsoft Office Excel
2010 erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Gewichtsveranderung

Zusammenfassend konnte bei allen 54 Tieren fur alle Beobachtungszeitpunkte eine Gewichts-
zunahme beobachtet werden. Tiere der Gruppe A erreichten innerhalb des Beobachtungszeit-
raums 3. Woche im Schnitt eine Gewichtszunahme von 11,49 % (MW: 30,66g). Nach 6 Wochen
konnte eine durchschnittliche Gewichtszunahme von 17,26 % (MW: 45,66 g) und nach 12 Wochen
im Durchschnitt eine Zunahme des Kdrpergewichtes von 27,93 % (MW: 77g) beobachtet werden.
Versuchstiere der Gruppe B zeigten nach der 3. Woche durchschnittlich eine Gewichtszunahme
von 5,90 % (MW: 16,33g). Innerhalb der 6. Woche zeigte sich ein Anstieg des Kérpergewichts von
durchschnittlich 15,57 % (MW: 42,66g) und in der 12. Woche eine Zunahme des Kdrpergewichtes
von durchschnittlich 21,15 % (MW: 58,669g). Bei den Versuchstieren der Gruppe C wurde nach der
3. Woche im Mittel eine Gewichtszunahme von 12,15 % (MW: 33,83g), nach der 6. Woche im Mittel
von 19,25 % (MW: 52,16g) und nach 12 Wochen eine durchschnittliche Gewichtszunahme von
22,66 % (MW: 63,16g) ermittelt. Diagramm 1 mit Darstellung der durchschnittlichen Gewichts-
zunahme innerhalb der jeweiligen Versuchsgruppe zu den einzelnen Beobachtungszeitpunkten.
Diagramm 2 illustriert den zeitlichen Verlauf der Gewichtsverdnderung wahrend des gesamten
Versuchsablaufs.

Die statistische Testung der Gewichtszunahme zwischen den Gruppen ergab beim Beobachtungs-
zeitraum von 3 Wochen signifikante Unterschiede (p = 0,032). Die paarweisen Vergleiche zwischen
den Gruppen demonstrierte, dass die Gewichtszunahme in der Gruppe B zum Beobachtungszeit-
punkt 3. Woche signifikant geringer war als die der Gruppe A und auch der Gruppe C (in beiden
Fallen p = 0,025), wahrend keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen A und C zu
diesem Zeitpunkt bestanden (p = 0,936). Zu den spateren Beobachtungszeitpunkten waren die
Unterschiede zwischen den Gruppen A, B und C in der Gewichtszunahme nicht mehr signifikant
(p = 0,242 nach 6 Wochen und p = 0,163 nach 12 Wochen).
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Diagramm 1: Durchschnittliche Gewichtszunahme in g und % der Versuchstiere innerhalb der Gruppen zu den
verschiedenen Beobachtungszeitraumen. Bei allen Versuchstieren konnte eine Gewichtszunahme nach-
gewiesen werden.
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Diagramm 2: Entwicklung der durchschnittlichen Gewichtszunahme (absolut) der Versuchstiere tber den gesamten
Versuchsablauf von 12 Wochen. Zum Beobachtungszeitpunkt 3. Woche zeigten Tiere der Gruppe B
(blaue Linie) eine signifikant (p=0,025) geringe Gewichtszunahme im Vergleich zu den Tieren der
Gruppen A (rote Linie) und C (griine Linie). Zu den spateren Beobachtungszeitpunkten 6 und 12 Wochen
waren die Unterschiede zwischen den drei Gruppen nicht signifikant.

4.2 Odeme und Verletzungen

Akut medizinische Mallnhahmen waren zu keinem Zeitpunkt des Versuchs notwendig. Es konnte
fur jedes Tier der vorgesehene Versuchszeitraum eingehalten werden. Zusammenfassend traten
bei 6 (11,1 %) der 54 Versuchstieren Odeme leichten Grades (+) an der Implantationsstelle auf.
Demgegenuber konnten bei keinem der insgesamt 54 Versuchstieren Verletzungen an der
Implantationsstelle beobachtet werden. In Tabelle 7 dargestellt die absoluten Frequenzen von
Odemen an der Implantationsstelle nach Gruppen und Beobachtungszeitrdumen. Am haufigsten
waren Odeme in der Gruppe B (BioOss+BMP-2) mit 3 betroffenen Tieren (16,7 % der insgesamt
18 Tiere dieser Gruppe) zu verzeichnen, alle innerhalb des Beobachtungsintervalls der 3. Woche
(50 % dieser 6 Tiere). Es folgte die Gruppe A mit 2 betroffenen Tieren (11,1 % der 18 insgesamt
Tiere dieser Gruppe), alle bei einem Beobachtungszeitraum von 12 Wochen (33,3 % dieser 6
Tiere). Die Gruppe C (BioOss+proBMP-2) wies 1 betroffenes Tier (5,6 % der 18 Tiere dieser
Gruppe) innerhalb des Beobachtungsintervalls der 6. Woche (16,7 % dieser 6 Tiere) auf. Der Zeit-
punkt des Auftretens eines Odems variierte vom 2. Tag bis zum 78. Tag post implantationem und
ist nach der Gruppenzugehdrigkeit in Tabelle 7 dargestellt.
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Beobachtungsintervall Anzahl der Tiere mit Odemen an der Implantationsstelle

Gruppe A

Gruppe B Gruppe C

I é
o0 1
N A 9

3 1 4

=

Tabelle 7: Absolute Frequenz der Odeme an der Implantationsstelle innerhalb der Versuchsgruppen A, B und C und
anhand der jeweiligen Beobachtungsintervalle 3, 6 und 12 Wochen. Die mit * gekennzeichneten Odeme der
Gruppe A traten am 78. Tag post implantationem auf und beruhten auf eine bakterielle Abszedierung an der
Implantationsstelle. Innerhalb der Gruppe B konnten am 2. Tag post implantationem 3 Tiere mit Odem an
der Implantationsstelle festgestellt werden. Tiere der Gruppe B zeigten insgesamt die hdchste Frequenz an
Odemen im Gruppenvergleich sowie fiir alle Beobachtungsintervalle. Demgegeniiber konnte in der Gruppe
C lediglich 1 Tier mit Odem an der Implantationsstelle am 40. Tag post implantationem dokumentiert werden.

Innerhalb der Gruppe A (Kontrolle) zeigten zwei Tiere im Beobachtungsintervall 12. Woche eine
bakteriell bedingte Abszedierung an der Implantationsstelle. Die daraus resultierenden Begleit-
ddeme erfullten nicht die in diesem Versuchsaufbau definierten Voraussetzungen zur Erhebung
der primar materialspezifischen Nebenwirkung. Es erfolgte nachfolgend die statistische Testung
zur Odembildung anhand von zensierten (Gruppe A => n=16 exklusive ,Abszesstiere*) und
unzensierten Daten (Gruppe A n=18 => inklusive ,Abszesstiere”) um mdgliche Unterschiede in der
statistischen Aussagekraft der alternierenden Daten zu demonstrieren. Die Testung mittels
exaktem Test nach Fisher der unzensierten Ergebnisse (Gruppe A => n=18) konnte keine
signifikante Abhangigkeit zwischen dem Auftreten der Odeme und der Gruppenzugehdrigkeit,
weder fur alle 54 Tiere zusammen (p = 0,861), noch fir die Bobachtungszeitraume getrennt
nachgewiesen werden. Fur den Beobachtungszeitraum 3 Wochen waren ausschlieRlich Tiere der
Gruppe B betroffen (3 Tiere = 16,7 % der 18 Tiere => p = 0,074). Der Beobachtungszeitraum 6
Wochen wies lediglich in Gruppe C ein Tier mit Odem auf (5,6 % der 18 Tiere => p=1,000).
Innerhalb des Beobachtungszeitraums 12 Wochen zeigten 2 Tiere aus der Gruppe A ein
Odem* (* = Abszess) (11,1 % der 18 Tiere => p = 0,294).

Die Testung der zensierten Ergebnisse (Gruppe A => n=16 exklusive ,Abszesstiere”) ergaben
keine signifikante Abhangigkeit zwischen dem Auftreten der Odeme und der Gruppen-
zugehdrigkeit, weder fir alle 52 Tiere zusammen (p=0,309), noch fir die Bobachtungszeitraume
getrennt. Bei den zensierten Tieren handelte es sich ausschlieRlich um Individuen des Beobach-
tungszeitraums 12. Wochen, sodass keine Anderung innerhalb der Beobachtungszeitrdume von
3. und 6. Wochen gegenuber den obengenannten Ergebnissen eintrat. Nach erwahnter Zensur
traten im Beobachtungszeitraum 12. Woche keine Odeme auf.
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4.3 Kilinische Beurteilung der BioOss Blocke

Zusammenfassend zeigten die entnommenen BioOss Blocke makroskopisch keine auffalligen
Veranderungen. Uberwiegend wurden die Implantate von einer bindegewebigen Kapsel umhillt,
die fest mit der Haut verbunden war.

Abbildung 12: Transplantatentnahme A) Explantation eines BioOss Blocks aus der dorsalen Hautkammer. Gut zu
erkennen ist die bindegewebige Kapsel und die fixierte Haut. B) Ansicht des entnommenen Implantats.

4.4 Histologisches Ergebnis

Die histologische Untersuchung der Knochenneubildung innerhalb der BioOss-Scaffolds, wurde
mikroskopisch anhand der insgesamt 216 reprasentativen histologischen Hamatoxylin-Eosin
Praparaten systematisch untersucht.

441 Hamatoxylin-Eosin

In Praparaten der Gruppe A (Kontrolle) konnte zu keinem Beobachtungszeitpunkt neu gebildeter
Knochen nachgewiesen werden. Die Praparate der Gruppe A zeigten eine faserreiche Binde-
gewebskapsel (Abbildung 14), welche die Implantate vollstdndig umgab. Die trabekulare Struktur
des bovinen Knochenersatzmaterials war weitgehend gut erhalten (Abbildung 14). Die Raume
zwischen den Trabekeln wurden von faserreichem Bindegewebe und teilweise Fettgewebe ausge-
fullt. Deutlich war dabei eine zentripetal gerichtet Infiltration von Bindegewebe innerhalb der
Praparate zu erkennen (Abbildung 13, 14). Praparate der 6. und 12. Woche wurden nahezu
vollstandig von Bindegewebe ausgefullt (Abbildung 15).
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Abbildung 13: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe A (Kontrolle), Versuchszeitraum 3 Wochen. A) und B)
korrespondierende Paraffinschnitte der Schnittebene | und I, in der Ubersicht ist die zentripetal
gerichtete Infiltration durch Bindegewebe (schwarze Pfeile) gut zu erkennen.

Abbildung 14: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe A (Kontrolle), Versuchszeitraum 3 Wochen. A)
AusschnittsvergréfRerung aus Abb. 13 A mit faserreicher Kapsel (#) die das BioOss Implantat umgibt,
Bindegewebe (schwarze Pfeile) filllen die Hohlrdume des Hydroxylapatitgeristes zunehmend aus B)
graue Pfeile deuten auf das erhaltenen Leitschienenwerk des bovinen Knochenersatzmaterials hin;
Implantatmitte (X).
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Abbildung 15: BioOss Block, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe A (Kontrolle) Versuchszeitraum 6 und 12 Wochen.
A) Ubersicht BioOss Block Versuchszeitraum 6 Wochen und B) Versuchszeitraum 12 Wochen, das
Hydroxylapatitgertst der Implantate wird vollstandig von Bindegewebe ausgefiillt.

Implantate der Gruppe B (BioOss+BMP-2) zeigten ebenfalls eine bindegewebige Kapsel. Innerhalb
aller histologischen Praparate der Gruppe B konnte bei allen drei Beobachtungsintervallen neu
gebildeter Knochen nachgewiesen werden. Der frische Knochen demonstrierte eine gewebe-
typische Ansammlung von Osteoblasten (Abbildung 16, 18, 19) sowie von ummauerten Osteozyten
(Abbildung 18). Die Trabekel des Hydroxylapatitgeristes waren breitbasig mit frischem Knochen
Uberwachsen (Abbildung 17, 18, 21).

Als Zeichen einer aktiven Knochenbildung konnten Osteoidablagerungen am Ubergang zum
Hydroxylapatitgeriist beobachtet werden (Abbildung 18). Des Weiteren konnten Zeichen des
aktiven Knochenumbaus durch Osteoklasten (Abbildung 19) und knochenspezifische Funktions-
elemente wie Osteone (Abbildung 20) und nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe B (BioOss+BMP-2), Versuchszeitraum 3 Wochen. A)
Ubersichtsaufnahme B) AusschnittsvergréRerung zeigt Osteoblastensaum (weiler Pfeil) um Knochen-
neubildung (schwarze Pfeile) innerhalb der trabekularen Leitstruktur (graue Pfeile) und beginnenden
Gefalneubildung (kleiner schwarzer Pfeil)

Abbildung 17: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe B (BioOss+BMP-2), Versuchszeitraum 6 Wochen. A)
Ubersichtsaufnahme, zentripetal gerichtete Knochenbildung B) Ausschnittsvergréferung und
Darstellung des frischen Knochens (schwarze Pfeile) innerhalb des Porensystems, gut erkennbar die
breitbasige Anlagerung des neuen Knochens entlang des Hydroxylapatitgeristes (graue Pfeile), im
umliegenden Bindegewebe zeigen sich zahlreiche angeschnittene Blutgefalie (kleine schwarze Pfeile)
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Abbildung 18: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe B (BioOss+BMP-2), Versuchszeitraum 6 Wochen. A)
Osteoidsaum (graue Pfeile) am Ubergang von BioOss und neu gebildeten Knochengewebe (*) belegen
die osteogene Aktivitdt der Osteoblasten B) Osteozyten (schwarze Pfeile) welche charakteristisch von
Knochengewebe umschlossen werden, dem frischen Knochen aufliegend ein Saum aus Osteoblasten
(weile Pfeile)

Abbildung 19: TRAP Farbung, Gruppe B (BioOss+BMP-2), Versuchszeitraum 6 Wochen. A) korrespondierende Uber-
sichtsaufnahme zu Abb. 17 nach TRAP Farbung B) AusschnittsvergroRerung und Darstellung von
Osteoklasten (schwarze Pfeile) auf dem neu gebildeten Knochen (*), entlang der gegenlberliegenden
Seite zahlreiche Osteoblasten (weilRer Pfeil) sowie Blutgefalle (kleiner schwarzer Pfeil), grauer Pfeil
markiert das bovine HydroxylapatitgerUst, welches als osteokonduktive Leitschiene fungiert.



Ergebnisse 37

Abbildung 20: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe B (BioOss+BMP-2), Versuchszeitraum 12 Wochen. A)
Ubersichtsaufnahme des entnommenen Implantats B) Bildung von frischem Knochen (*) innerhalb des
Hydroxylapatitgeriistes sowie Ausbildung eines charakteristischen Osteon (schwarze Pfeile), dem
frischen Knochen aufgelagerte zahlreiche Osteoblasten (graue Pfeile), weiller Pfeil markiert Osteozyten
innerhalb des frischen Knochens.

Abbildung 21: Knochenbildung BMP-2. A) BioOss, Masson-Trichrom Farbung, Gruppe B (BioOss+BMP-2), Versuchs-
zeitraum 12 Wochen. A) Knochenneubildung (schwarze Pfeile) entlang des Hydroxylapatitgeriistes (*),
innerhalb des umliegenden Bindegewebes zeigen sich zahlreiche Gefalle (kleine schwarze Pfeile) B)
korrespondierender Ausschnitt zu A nach Masson-Goldner Farbung,A: neuer Knochen, #: BioOss,4:
perfundierende Gefalle
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In allen Praparaten der Gruppe C (BioOss+proBMP-2) konnte innerhalb aller Beobachtungs-
intervalle frischer Knochen nachgewiesen werden. Entsprechend der Gruppe B nahm die
Knochenneubildung in Richtung Implantatmitte zunehmend ab (Abbildung 23). Die Knochen-
neubildung zeigte vergleichsweise ein landkartenartiges Wachstumsmuster innerhalb des
trabekularen Gerlsts (Abbildung 24). Als Nachweis der proBMP-2 induzierten osteogenen
Differenzierung konnten zahlreiche Osteoblasten und Osteozyten in samtlichen Praparaten der
Gruppe C beobachtet werden (Abbildungen 22, 24, 25). Am Ubergang zum pordsen Leitgeriist
lieRen sich zudem Osteoidablagerungen als Nachweis einer aktiven Knochenneubildung
beobachten (Abbildung 25). Zahlreiche Osteoklasten dokumentierten einen aktiven Knochenum-
bau des durch proBMP-2 induzierten Knochen (Abbildung 25, 26). Im frischen Knochen konnten
zahlreiche perfundierende GefalRe innerhalb des interstitielen Raums nachgewiesen werden
(Abbildung 22, 24, 27). Es zeigten sich knochenspezifische funktionelle Einheiten unter Ausbildung
von Zentralkanalen mit konzentrischen Knochenlamellen (Abbildung 26) sowie eine insgesamt
gleichmaRige und harmonische Anlagerung von frischen Knochen entlang des bovinen KEM
(Abbildung 27).
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Abbildung 22: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe C (BioOss+proBMP-2), Versuchszeitraum 3 Wochen. A)
Ubersichtsaufnahme des Implantats B) (*) neu gebildeter Knochen entlang des bovinen Knochenersatz-
materials (grauer Pfeil), radidre Ansammlung von Osteoblasten um den frischen Knochen (weil3e Pfeile),
angrenzend an den neuen Knochen ist ein perfundierendes Gefal} (kleiner schwarzer Pfeil) zu
beobachten.
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Abbildung 23: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe C (BioOss+proBMP-2), Versuchszeitraum 6 Wochen. A)
Ubersichtsaufnahme des Implantats B) schwarze Pfeile deute auf das zentripetale Knochenwachstum
hin; X: Implantatzentrum, #: aullere bindegewebige Kapsel.

Abbildung 24: Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe C (BioOss+proBMP-2), Versuchszeitraum 6 Wochen. A)
AusschnittsvergrofRerung; Landkartenartiges Wachstumsmuster des neuen Knochens (schwarze Pfeile),
begleitende zahlreiche neu gebildete BlutgefaRe dienen der Perfusion des frischen Knochens (kleine
schwarze Pfeile) B), Ansammlung von Osteoblasten (weilRe Pfeile) peripher des frischen Knochens (*)
dokumentieren eine osteogene Aktivitat, innerhalb des Lakunensystems in der mineralisierten Knochen-
matrix sind vielzdhlige Osteozyten (grauer Pfeil) zu erkennen, perfundierende BlutgefalRe (kleine
schwarze Pfeile).
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Abbildung 25: BioOss, TRAP Farbung, Gruppe C (BioOss+proBMP-2), Versuchszeitraum 6 Wochen. A)
korrespondierende Ubersichtsaufnahme zu Abb. 23 nach TRAP B) dem neu gebildeten Kochen (*) gut
erkennbar ein aufgelagerter Osteoklast (schwarzer Pfeil) als Zeichen des aktiven Knochenumbaus
(,bone remodeling®), zudem im interstitiellen Raum der Knochenmatrix ein ummauerter Osteozyt (weifder
Pfeil) mit radiar angelegten Zellausldufern und zarter Osteoidablagerung (grauer Pfeil) am Ubergang
zum KEM.

Abbildung 26: BioOss, Hamatoxylin-Eosin Farbung, Gruppe C (BioOss+proBMP-2), Versuchszeitraum 12 Wochen. A)
Ubersichtsaufnahme Implantat B) Knochenbildung entlang des osteokonduktiven Hydroxylapatit (grauer
Pfeil), Ausbildung eines Zentralkanals mit GefaR (kleiner schwarzer Pfeil) und konzentrischen Knochen-
lamellen (schwarzer Pfeil), im Kompartiment zwischen dem frischen Knochen und bovinen KEM aktiver
Knochenumbau durch Osteoklasten (weiller Pfeil).
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Abbildung 27: Knochenbildung proBMP-2. A) BioOss, Masson-Trichrom Farbung, Gruppe C (BioOss+proBMP-2),
Versuchszeitraum 12 Wochen. Das interkonnektierende Porensystem des bovinen Knochenersatz-
materials beglnstigt die osteoinduktive Wirkung von proBMP-2, harmonische Knochenneubildung
(schwarze Pfeile) entlang der bovinen Leitstruktur (graue Pfeile), zudem Ausbildung von zahlreichen neu
gebildeten Gefalien (kleine schwarze Pfeile) entlang des Knochengewebes. B) korrespondierender Aus-
schnitt zu Bild A nach Masson-Goldner Farbung, A: neuer Knochen, A BioOss, 4 : perfundierende
Gefale.

4.4.2 Histomorphometrie

Innerhalb der Praparate der Gruppe A (Kontrollgruppe, BioOss-Scaffold ohne Wachstumsfaktor)
konnte in keinem der Beobachtungszeitrdume eine Knochenneubildung nachgewiesen werden.
Demgegentber konnte in allen Beobachtungszeitraumen der Gruppen B (BioOss+BMP-2) und C
(BioOss+proBMP-2) frischer Knochen nachgewiesen werden. Unter Verwendung des Komposite
BioOss+BMP-2 konnte eine Gesamtfliche (Summe der Knochenflache aller 18 Tiere) von
14,08 mm? wohin gegen unter Verwendung von BioOss+proBMP-2 eine Gesamtflache von
10,94 mm? an neu gebildeten Knochen nachgewiesen werden konnte. Die Tabellen 8 und 9 geben
eine Ubersicht der summierten absoluten Flachen an neu gebildetem Knochen der Gruppe B und
C zu den jeweiligen Beobachtungszeitraumen.
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Gruppe B
Versuchsdauer Gesamtflache Mittelwert Standardabweichung
neuer Knochen [mm?] [mm?]
[mm?]
3 Wochen 2,62 0,44 0,07
6 Wochen 3,50 0,58 0,13
12 Wochen 7,96 1,33 0,27

Tabelle 8: Knochenneubildung (absolut) der Gruppe B (BioOss+BMP-2). Summe der Knochenflache an neu gebildeten
Knochen der Gruppe B mit entsprechenden Mittelwerten und Standardabweichungen innerhalb der
jeweiligen Beobachtungszeitraume in mm?2.

Gruppe C
neuer Knochen [mm?] [mm?]
[mm?]
3 Wochen 1,75 0,29 0,06
6 Wochen 3,18 0,53 0,14
12 Wochen 6,01 1,00 0,04

Tabelle 9: Knochenneubildung (absolut) der Gruppe C (BioOss+proBMP-2). Summe der Knochenflache an neu
gebildeten Knochen der Gruppe C mit entsprechenden Mittelwerten und Standardabweichungen innerhalb
der jeweiligen Beobachtungszeitraume in mm?>.

Zwischen den Versuchsgruppen konnten signifikante (p = 0,001) Unterschiede in der absoluten
Knochenflache flr jeden der drei Beobachtungszeitrdume nachgewiesen werden. Sowohl in der
Gruppe B als auch in der Gruppe C war die absolute Knochenflache fir jeden der drei Beobach-
tungszeitraume signifikant héher als in der Gruppe A, in allen drei Fallen mit p = 0,002. In Gruppe
B konnte fur alle Beobachtungszeitraume eine grofere absolute Knochenflache als in Gruppe C
nachgewiesen werden, wobei der Unterschied nur fir den Beobachtungszeitraum von 3 Wochen
signifikant (p = 0,015) war. Diagramm 3 mit der Darstellung der zeitlichen Knochenentwicklung der
Versuchsgruppen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum. Diagramm 4 demonstriert die
Summe der absoluten Flachen an frischem Knochen zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.
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Flache neuer Knochen [mm?]

Knochenneubildung (absolut)

e &

3 Wochen

v v

6 Wochen 12 Wochen
Beobachtunsgzeitraum
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Kontrolle

== Gruppe B
(BioOss+BMP-2)

Gruppe C
(BioOss+proBMP-2)

Diagramm 3: Zeitliche Entwicklung der summierten Knochenflachen (absolut) sowie entsprechende Standard-
abweichungen. Die absolute Knochenneubildung in der Gruppe B (blaue Linie) als auch in der Gruppe
C (grune Linie) war im Vergleich zur Kontrollgruppe (rote Linie) signifikant (p=0,002) héher. Gruppe B
zeigte fir alle Beobachtungszeitrdume eine hohere Knochenneubildung im Vergleich zu Gruppe C,
wobei der Unterschied nur fir den Beobachtungszeitraum 3. Woche signifikant (p=0,015) war.
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Diagramm 4: Summe der absoluten Knochenflache der drei Gruppen zu den unterschiedlichen Beobachtungszeit-
punkten mit entsprechenden Standardabweichungen.
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Zwischen den einzelnen Gruppen konnten signifikante (p = 0,002) Unterschiede fur die relative
Knochenflache (Quotient aus Knochenflache neu/gesamte Blockflache) fir jeden der drei
Beobachtungszeitraume nachgewiesen werden. Sowohl fir die Gruppe B als auch fir die Gruppe
C war die relative Knochenflache im Vergleich zur Kontrollgruppe A fiir jeden der drei Beobach-
tungszeitraume signifikant (p=0,002) héher. In Gruppe B war die relative Knochenflache fiir alle
Beobachtungszeitraume hoher als in der Gruppe C, wobei der Unterschied zu keinem Zeitpunkt
signifikant war.

Gruppe B

Versuchsdauer Relative Knochenflache Standardabweichung
pro BioOss Block [%]
[%]
3 Wochen 0,36 0,05
6 Wochen 0,62 0,17
12 Wochen 1,12 0,21

Tabelle 10: Relative Knochenneubildung (Quotient aus MW Knochenflache und MW gesamter Blockflache) der Gruppe
B mit entsprechender Standartabweichung fiir die jeweiligen Beobachtungszeitrdume 3, 6 und 12 Wochen.

Gruppe C
Versuchsdauer Relative Knochenflache Standardabweichung
pro BioOss Block [%]
[%]
3 Wochen 0,30 0,07
6 Wochen 0,54 0,16
12 Wochen 0,92 0,12

Tabelle 11: Relative Knochenneubildung (Quotient aus MW Knochenflache und MW gesamter Blockflache) der Gruppe
C mit entsprechender Standartabweichung fir die jeweiligen Beobachtungszeitrdume 3, 6 und 12 Wochen.
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Diagramm 5: Zeitliche Entwicklung der relativen Knochenbildung sowie entsprechende Standardabweichungen
wahrend des Versuchsablaufs. Die relative Knochenneubildung sowohl in der Gruppe B (blaue Linie) als
auch in der Gruppe C (griine Linie) war im Vergleich zur Kontrollgruppe (rote Linie) signifikant (p=0,002)
hoéher. Gruppe B zeigte im Verhaltnis zur Flache des Implantats eine insgesamt héher Knochenneubil-
dung als Gruppe C, wobei die Unterschiede fiir keinen der Beobachtungszeitraume signifikant waren.
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Diagramm 6: Darstellung der relativen Knochenbildung sowie entsprechende Standardabweichungen zu den
unterschiedlichen Beobachtungszeitpunkten.
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5 Diskussion

Die Wiederherstellung von Knochendefekten ist flir das Fachgebiet der rekonstruktiven Chirurgie
nach wie vor eine Herausforderung. Das autologe Knochentransplantat gilt als Goldstandard in der
Therapie von knéchernen Defekten (44). Die Nachteile und Kontraindikationen (16, 111-113),
welche den Einsatz von autologen Knochentransplantaten einschranken, flihrten zur Erforschung
von alternativen Knochenersatzmaterialien (24, 29). Komposite aus Bone Morphogenetic Proteins
auf einem Hydroxylapatit-Trager vereinen dabei osteokonduktive und osteoinduktive
Eigenschaften mit vielversprechenden Ergebnissen zur Wiederherstellung von Knochengewebe
(98). In der Fachliteratur ist die BMP-2-vermittelte Knocheninduktion durch Marshal Urist bereits in
den 70. Jahren des letzten Jahrhunderts beschrieben worden und in unterschiedlichen
praklinischen (56, 99, 114—117) und klinischen (83, 84, 118-123) Untersuchungen ausreichend
dokumentiert. Aufgrund von ernst zu nehmenden inflammatorischen Odemen im Bereich der
oberen Atemwege ist die Verwendung von BMP-2 in der kraniofazialen Region als kritisch zu
betrachten (41, 124, 125). Grund der inflammatorischen Nebenwirkungen sind die erforderlichen
hohen therapeutischen Konzentrationen des Wachstumsfaktors, welche eine initial hohe
Freisetzung des Zytokins aus dem Tragermaterial (,burst release®) verursachen (45, 97, 98).

Hauptaugenmerk der aktuellen Forschung zur Vermeidung von Nebenwirkungen und Steigerung
der Effektivitat von BMP-2 liegen in der Herstellung einer kontrollierten und prolongierten
Freisetzungskinetik am Implantationsort entgegen der Freisetzungskinetik des momentan zugelas-
senen Wirkstoffes (126—128). Dabei fokussieren sich aktuelle Untersuchungen vorwiegend auf
eine chemische Strukturveranderung von BMP-2 (129-132) sowie die Modifikation von unter-
schiedlichen Tragermaterialien (99, 100, 115, 117, 129, 133). Zudem verfolgen innovative
Forschungs-ansatze eine Optimierung der Pharmakodynamik des Zytokins mittels Gen- und Zell-
therapie. (134, 135).

Grundlagen dieser Studie zur Erlangung einer prolongierten Freisetzung des Wachstumshormons
war die bereits nachgewiesene knocheninduzierende Wirkung von proBMP-2 (63), sowie eine
sukzessive Prozessierung des pramaturen Faktors zum maturen BMP-2, wie sie bereits fur
phylogenetisch ahnliche Wachstumsfaktoren in der Literatur beschrieben worden ist (136). Infolge
der biologischen Umsetzung des pramaturen Faktors ware eine graduelle Generierung von
BMP-2 im Gewebe zu erwarten. Der sukzessive Konzentrationsanstieg des Wachstumsfaktors
wlrde eine analoge Rekrutierung und Proliferation von BMP-2-sensiblen mesenchymalen
Ziel- zellen am Implantationsort erméglichen und somit eine der BMP-2-Konzentration aquivalente
Umsetzung der osteoinduktiven Signale begunstigen. Zudem wurde proBMP-2, infolge der
konkurrierenden Interaktion am spezifischen BMP-2-Rezeptor, eine Retardwirkung zugesprochen
(66). Unter der Herstellung einer graduellen Freisetzungskinetik des Wachstumsfaktors ware
demnach die Wiederherstellung von Knochengewebe unter Reduktion von inflammatorischen
Nebenwirkungen zu erwarten. Angelehnt an diese Erkenntnisse erfolgte die Verwendung von
proBMP-2 als moglicher alternativer Wirkstoff zur Erzeugung einer harmonischeren Knochen-
induktion. Dabei lag ein wesentlicher Vorteil des auf dieser Studie basierenden Konzepts im
Vergleich zu alternativen Lésungsansatzen, im Erhalt der natlrlichen biologischen Struktur des
Zytokins unter Verwendung eines etablierten Tragermaterials des Knochenengineerings (29, 91).

Die vorliegende Studie befasst sich mit der Fragestellung, unter Verwendung welchen Reifegrades
von BMP-2 (BMP-2 vs. proBMP-2) auf einem bovinen Hydroxylapatit-Scaffold (BioOss), eine
héhere Knochenneubildungsrate in einem ektopen Tiermodell nachgewiesen werden kann. Hierbei
wurde insbesondere das Nebenwirkungsprofil von BMP-2 mit der pramaturen Variante proBMP-2
verglichen.
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BioOss gilt als eine der am ausflihrlichsten wissenschaftlich dokumentierten Knochenersatz-
materialien (29) und belegte in zahlreichen Untersuchungen eine hervorragende Biokompatibilitat
als Tragermaterial des Zytokins (137-140). Das in dieser Studie verwendete BMP-2 und
proBMP-2 stammt mit freundlicher Unterstitzung von Frau Professor Schwarz aus dem Institut fir
Biochemie der Universitat Halle-Wittenberg (141). Es liegen derzeit keine Berichte vor, die im
Rahmen der Endokultivierung in einem ektopen Tiermodell die Knochenbildungsrate sowie das
Nebenwirkungsprofil zwischen BMP-2 und dessen pramaturen Form proBMP-2 direkt miteinander
vergleichen.

Die fir diesen Versuchsaufbau verwendeten Versuchstiere weisen gute Eigenschaften zur
Handhabbarkeit auf und erbrachten in vorangegangenen Untersuchungen stets erfolgreiche
Ergebnisse. Ratten verfugen Uber Osteoklasten, die eine sehr starke Analogie zur Lebensdauer
von menschlichen Osteoklasten zeigen. Zeitliche Unterschiede bestehen allerdings im Remodeling
von Knochengewebe, das bei der Ratte wesentlich schneller erfolgt (137). Zudem ist die Knochen-
neubildungsrate bei Ratten im Vergleich zum Menschen um ein Vielfaches hoher (138). Infolge-
dessen konnte innerhalb der gewahlten Beobachtungsintervalle von einer ausreichend quantifizier-
baren Knochenneubildung ausgegangen werden. Des Weiteren ist die Verwendung von Nagern
aufgrund der vergleichbaren Weichgewebseigenschaften zum Menschen eine in der Wissenschaft
vielfach verwendete Spezies zur Testung von BMP-2 assoziierten Nebenwirkungen (142). Die aus
diesem Tierversuch resultierenden Erkenntnisse konnen keinesfalls direkt auf den Menschen Uber-
tragen werden und sind lediglich als Anhalt zu verstehen (54, 137).

Es konnte keine signifikante Abhangigkeit zwischen dem Auftreten von Odemen an der Implanta-
tionsstelle und der Gruppenzugehdrigkeit, weder fur alle 54 Tiere zusammen noch fur die Beobach-
tungszeitrdume getrennt, nachgewiesen werden. Auch unter der Zensur der 2 Tiere mit infektions-
bedingtem Odem innerhalb der Gruppe A, ergab die wiederholte statistische Testung anhand der
adaptierten Anzahl der Versuchstiere von n=52 ebenfalls keine signifikanten Abhangigkeiten
zwischen dem Auftreten der Odeme und der Gruppenzugehérigkeit. Die statistische Aussage
bezuglich der Odembildung wurde durch die infektionsbedingten Bias nicht affektiert. Infolge der
geringen Anzahl an Odemen in der vorliegenden Studie kdnnen keine verlasslichen Aussagen zu
Unvertraglichkeiten und damit Nebenwirkungsprofil von BMP-2 und proBMP-2 gemacht werden.
Dennoch zeigten sich qualitative Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen in Hinblick auf den
Verlauf der Odembildung an der Implantationsstelle. Innerhalb der Gruppe B (BMP-2+BioOss)
zeigten 50 % der Tiere wahrend des friihen Beobachtungszeitraums ein Odem, welches bereits
am 2. postoperativen Tag an der Implantationsstelle zu beobachten war. Dabei handelte es sich
um lokal begrenzte Odeme mit begleitender Roétung der Haut. Diese Beobachtung zeigte,
ungeachtet der fehlenden Signifikanz, starke Analogien zum Verlauf der in der Literatur
beschriebenen inflammatorischen Nebenwirkungen nach der Anwendung von BMP-2.

Smucker et al. konnten in einer retrospektiven klinischen Studie beobachten, dass nach der
Applikation von BMP-2 gleichfalls ab dem zweiten postoperativen Tag ausgepragte
inflammatorische Nebenwirkungen nachzuweisen waren. Auffallig dabei war, dass bei unkompli-
zierten Fallen, wo ein regelhafter Verlauf zu erwarten gewesen ware, unter BMP-2 eine hdhere
Frequenz an inflammatorischen Komplikationen offensichtlich war. Die nachfolgende Regressions-
analyse dieser Ergebnisse zeigte, dass die Anwendung von BMP-2 signifikant mit dem Auftreten
dieser inflammatorischen Komplikationen assoziiert war (96). Bei der Meta-Analyse zur Beurteilung
des Sicherheitsprofils von BMP-2 berichteten Carragee et al. gleichermalien tber den signifikanten
Zusammenhang der inflammatorischen Komplikationen unter BMP-2, welche ebenfalls ab dem
zweiten postoperativen Tag zu beobachten waren (143). In einer Untersuchung zur Charakterisie-
rung BMP-2-assoziierter entztundlicher Nebenwirkungen implantierten Lee et al. BMP-2-getrankte
Kollagentrager in eine dorsale Hautkammer an Lewis-Ratten. Nachfolgende MRT Analysen der
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Implantationsstelle demonstrierten einen Peak der entziindlichen Odeme unter anderem am
2. postoperativen Tag (144). In Hinblick auf das zu ermittelnde Nebenwirkungsprofil der beiden
Proteinformen erfolgte erganzend die Untersuchung der Gewichtsveranderung der Versuchstiere.
Gewichtsveranderungen reprasentieren unspezifische Zeichen des allgemeinen Gesund-
heitszustandes von Nagern und bieten aufgrund der einfachen und objektiven Erhebung einen
Anhalt Gber mdgliche Krankheitszustande (145). Versuchstiere der BMP-2-Gruppe demonstrierten
wahrend des Beobachtungszeitraums der 3. Woche eine signifikant geringere Gewichtszunahme
im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe und der proBMP-2 Gruppe. Im Verlauf des Versuchs
kam es zu keiner Veranderung des Futterangebots oder zu aggressiven Verhalten zwischen den
einzelnen Individuen, was eine geringere Gewichtszunahme der Versuchstiere hatte begriinden
kénnen. Dahingehend unterstitzt die signifikant geringere Gewichtszunahme zum Zeitpunkt 3.
Woche die Annahme einer BMP-2-assoziierten gesundheitlichen Beeintrachtigung der Tiere der
Gruppe B. Unter Berlcksichtigung der ermittelten signifikant geringeren Gewichtszunahme der
BMP-2-Tiere und der zeitlichen Ubereinstimmung mit in der Literatur beschriebenem Verlauf
BMP-2-korrelierender Odeme, kann durchaus eine gewisse Assoziation zwischen der Anwendung
von BMP-2 und den beobachteten Odemen an der Implantationsstellen dieser Studie vermutet
werden. Demgegentber trat das einzige Odem an der Implantationsstelle in der Gruppe C, im
Verhaltnis zum Implantationszeitpunkt, erst deutlich verzdgert auf (40. Tag post implantationem).
Gleichwohl konnte innerhalb der histologischen Praparate der Gruppe C bereits ab dem 21. Tag
eine Knochenneubildung nachgewiesen werden, womit die biologische Aktivitat von proBMP-2
indirekt bestatigt wurde. Demzufolge ware zu vermuten, dass eine proBMP-2 provozierte
inflammatorische Nebenwirkung bereits innerhalb dieser 21 Tage zu erwarten gewesen ware.
Infolgedessen kann angenommen werden, dass kein direkter kausaler Zusammenhang zwischen
dem Odem an der Implantationsstelle und proBMP-2 bestand. Derartige Komplikationen nach
initial problemlosen Insertionen von Implantaten ins Weichgewebe sind im klinischen Alltag nicht
ungewohnlich und werden in der Literatur oft beschrieben (146, 147). Unterschiedliche Atiologien,
wie bakterielle Kontaminationen der Implantate oder diskrete Wunddehiszenzen mit sekundarer
chronischer Infektion, kénnten materialunspezifische Ursachen fir das hier beobachtete Odem
gewesen sein.

Die histologischen Korrelate der Tiere mit Odem an der Implantationsstelle der Gruppe A
demonstrierten ein partiell gemischtzelliges Bild und untermauern die klinische Annahme eines
infektidsen Geschehens. Ursache der Abszedierung kénnten die mitunter semisterile Handhabung
der BioOss Blocke oder sekundare Wundinfektionen im ehemaligen Operationsfeld gewesen sein.

Methodenkritisch muss an dieser Stelle angemerkt werden, dass eine Kontamination der
Implantate sowie die Verunreinigung der Wirkstoffe unter semisterilen Kautelen nicht sicher
auszuschlielen ist und somit Ursache der materialunspezifischen Inflammationen gewesen sein
kénnte. Daher ist bei zuklnftigen Testreihen eine Praparation der Tragermaterialien sowie die
Handhabung der Wachstumsfaktoren unter ausschlief3lich sterilen Bedingungen zu empfehlen.

In Praparaten der Gruppe A (Kontrolle) konnte kein neu formierter Knochen nachgewiesen werden.
Das zu vernachlassigende knocheninduktive Potenzial durch den alleinigen Einsatz eines auf
Hydroxylapatit basierenden Knochenersatzmaterials, konnte in diesem Versuch bestatigt werden
(4, 139). Dagegen konnte in der histomorphometrischen Analyse neu formierter Knochen in allen
Praparaten der Gruppe B (BioOss+BMP-2) und der Gruppe C (BioOss+proBMP-2) zu allen
Beobachtungszeitpunkten nachgewiesen werden. Histomorphologisch zeigte sich bereits ab der
3. Woche deutlich frischer Knochen innerhalb aller BMP-2 und proBMP-2 beschichteten Proben.
Die Knochenneubildung erfolgte in beiden Gruppen relativ gleichmaRig, wobei bei der pramaturen
Form tendenziell ein landkartenartiges Wachstumsmuster innerhalb des Trabekelsystems zu
erkennen war. Grundsatzlich war in beiden Gruppen ein harmonisches appositionelles
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Knochenwachstum entlang des trabekularen Knochenersatzmaterials nachzuweisen. Gemeinsam
zeigte sich in allen Praparaten das in der Literatur beschriebene zentripetale Knochenwachstum
innerhalb der BioOss-Scaffolds (54) welches im Wesentlichen auf die Applikationstechnik der
Wachstumsfaktoren zurlckzuflhren ist. Aufgrund der gewdhnlichen physikalischen Adsorption von
BMP-2 bzw. proBMP-2 an der Oberflache des Tragermaterials, erfolgte in diesem Bereich eine
Akkumulation der Zytokine. Das sich ergebende Konzentrationsgefélle in Richtung Implantat-
zentrum begunstigte somit eine Knochenneubildung im oberflachlichen Anteil des BioOss-Blocks.
Alle Proben beinhalteten vitale Osteozyten, Osteoblasten und Osteoidablagerungen sowie
Havers-Systeme unterschiedlicher Entwicklungsstufen. In beiden Testgruppen waren teilweise
osteoklastische Resorptionslakunen als Zeichen des aktiven Knochenremodeling nachzuweisen.
Die Praparate beider Gruppen zeigten somit vitales neu gebildetes Knochengewebe. Vorangegan-
gene Ergebnisse, wonach das pramature Protein in vivo zu einer ektopen Knochenneubildung
fuhrte (61), konnten in dieser Studie damit bestatigt werden. Dabei waren die ermittelten absoluten
Knochenflachen der BMP-2-Praparate fir alle Beobachtungszeitrdume im Vergleich zu den
proBMP-2 beschichteten Praparate insgesamt groRRer, wobei der Unterschied lediglich fir den
Beobachtungszeitraum 3 Wochen signifikant hoher war. Gleiches war auch flr die relative
Knochenflache zu beobachten, wobei hier keine signifikanten Unterschiede auffielen. Okubo et al.
konnten in einem vergleichbaren Tierversuch zur ektopen Knocheninduktion mit BMP-2 nach drei
Wochen im Durchschnitt eine absolute Knochenflache von 0,87 mm? nachweisen. Die Knochen-
bildungsrate war bei Okubo et al. insgesamt gréRRer, entspricht jedoch der GréRenordnung der vor-
liegenden Studie (56). Die Implantationen bei Okubo et al. erfolgten hingegen innerhalb eines
muskuldren Implantatlagers, welches infolge der Gberlegenen Perfusion im Vergleich zum hier
verwendeten subkutanen Implantatlager eine hoéhere Knochenneubildungsrate ermdglichten.
Ahnliche Ergebnisse zur Abhangigkeit einer vorteilhaften Perfusion und damit assoziierter hdhere
Knochenbildungsraten konnten durch entsprechende Versuchsmodelle weiter bestatigt werden
(105, 148).

Die unterschiedlichen Knochenbildungsraten der BMP-2-Praparate im Vergleich zu den
proBMP-2-beschichteten Praparaten, ist auf die Metabolisierung des pramaturen Wachstums-
hormons zurtickzufihren, auf welche im Folgenden naher eingegangen werden soll. Die Fahigkeit
von BMP-2 zur Transdifferenzierung von mesenchymalen Zellen zu Osteoblasten wurde mehrfach
beschrieben und kann anhand der Induktion von alkalischer Phosphatase (AP) nachgewiesen
werden (149). Dabei gilt die Bestimmung der Enzymaktivitat als Standardmethode zur Verifizierung
der biologischen Aktivitat von BMP-2 (150, 151). Wie bereits beschrieben, konnten Hillger et al. im
Tiermodell eine ektope Knocheninduktion durch proBMP-2 hervorrufen (63). Demzufolge ware eine
Induktion von AP nach einer Stimulation durch proBMP-2 zu erwarten. Allerdings konnten von
Einem etal. in einem Zellkulturmodell nach Stimulation von C2C12-Zellen, auch mit
aulRergewohnlich hohen Konzentrationen von proBMP-2, selbst nach vier Tagen keine
Enzymaktivitat nachweisen (152). Diese Tatsache kollidiert mit den Ergebnissen dieser Studie
sowie den von Hillger et al. beschriebenen Beobachtungen der knocheninduktiven Wirkung von
proBMP-2.

In vorangegangenen Versuchen konnten Hauburger etal. die Bindung von proBMP-2 am
spezifischen BMPR-IA-Rezeptor nachweisen, allerdings konnte Sie keine Interaktion am
spezifischen Rezeptor BMPR-II nachweisen (66). Diese Beobachtung ist Ursache der unterschied-
lichen Signalwirkung von proBMP-2 zu BMP-2. Wie bereits beschrieben, erfolgt die BMP-2-
vermittelte  SignalUbertragung sowohl (Uber bereits bestehende Rezeptorkomplexe
(PFC= preformed complex), als auch Gber die Ausbildung eines heterotetrameren Komplexes aus
Wachstumsfaktor und den beiden spezifischen BMPR-IA und BMPR-II Rezeptoren (BISC= BMP
induced signaling complex) (siehe Kapitel 1, S. 10f). Die Interaktion von BMP-2 mit PFC flhrt zur
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Aktivierung des SMAD-abhangigen Signalwegs mit nachfolgender Induktion von knochenspezifi-
schen Transkriptionsfaktoren, wahrend die Ausbildung von BISC Uber Aktivierung des p38/MAPK-
Signalwegs eine Induktion von AP nach sich zieht (67, 68). Flir proBMP-2 konnte eine SMAD-
abhangige Signaltransduktion nachgewiesen werden, wohingegen eine p38/MAPK-vermittelte
Ubertragung nicht beobachtet wurde (66). Da nachgewiesen werden konnte, dass die Induktion
der alkalischen Phosphatase Uber eine p38/MAPK-vermittelte Signalkaskade erfolgt (153, 154), ist
das Ergebnis konsistent mit der Beobachtung, dass durch die Stimulation durch proBMP-2 keine
Aktivitat von AP nachzuweisen war. Dahingegen konnten von Einem et al. anhand einer zeitlich
verlangerten Stimulation von C2C12-Zellen mit proBMP-2 schlielBlich eine AP-Aktivitat
nachweisen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (C2C12+BMP-2), fiel die Enzymaktivitat nach
Stimulation mit proBMP-2 allerdings geringer aus und um 5 Tage verzogert (152). Die
zeitverzdgerte biologische Aktivitdt des pramaturen Faktors beruhte dabei auf zwei unter-
schiedliche zellulare Prozesse. Die Internalisierung von BMP-2 erreichte nach etwa 2 h ein Plateau,
wohingegen bei der pramaturen Form diese Plateau erst nach etwa 15 h erreicht wurde (152). Vor
dem Hintergrund, dass die Aufnahme der Wachstumshormone in die Zelle mit der Internalisierung
der spezifischen Rezeptoren assoziiert ist (155, 156), begrindete von Einem die zeitliche
Diskrepanz der Internalisierung von BMP-2 und proBMP-2 mit der bereits beschriebenen unter-
schiedlichen Rezeptorinteraktion des maturen und pramaturen Faktors (152).

Der mafigebliche Unterschied zeigte sich nachfolgend in der Metabolisierung der beiden Faktoren.
In den Proben der mit proBMP-2 stimulierten Zellen konnte im Verlauf eine fast vollstandige Auf-
nahme des pramaturen Faktors beobachtet werden, wohingegen in den BMP-2-stimulierten
Proben extrazellular eine nahezu unveranderte Detektion des maturen Wachstumsfaktors bis zum
5. Tag moglich war. Korrespondierend zu der sukzessiven extrazellularen Abnahme von
proBMP-2, konnte innerhalb derselben Proben ab dem 4. Tag BMP-2 nachgewiesen werden. Die
Induktion der alkalischen Phosphatase war demnach auf das gegenwartig generierte BMP-2
zurtickzufuihren. Der Nachweis von BMP-2 innerhalb der proBMP-2 stimulierten Proben, deutet auf
eine intrazelluldre Umwandlung der pramaturen Form zu BMP-2 hin und gegen die vorangegan-
gene Annahme einer extrazellularen proteolytischen Aktivierung, wie es bereits fur vergleichbare
Wachstumsfaktoren beschrieben worden war (136).

Die intrazellulare Metabolisierung von proBMP-2 scheint so eine graduelle Generierung zu BMP-2
im Gewebe zu ermoglichen und nachfolgend eine osteoinduktive Wirkung zu vermitteln. Anhand
der dokumentierten zeitlichen Verzégerung von 5 Tagen bis zur Detektion einer AP-Aktivitat nach
Stimulation durch proBMP-2, ist von einer sukzessiven Freisetzung des maturen Faktors mit
verzdgertem Wirkungsbeginn im Sinne eines Retardeffektes auszugehen. Vor diesem Hintergrund
sind auch die unterschiedlichen Knochenbildungsraten nach Stimulation mit BMP-2 respektive
proBMP-2 zu erklaren. Der innerhalb des Beobachtungsintervalls 3 Wochen signifikant héhere
Anteil an frischen Knochen (absolut) der BMP-2-Gruppe, beruht anscheinend auf die unmittelbare
Wirkung des bereits initial aktiven und lokal zur Verfliigung stehenden maturen Wachstumsfaktors.
Dahingegen erforderte die Entfaltung der osteoinduktiven Wirkung von proBMP-2 zunachst die
beschriebene verzogerte Internalisierung und Prozessierung zur maturen Form innerhalb der
Zielzelle, mit einer Verzdgerung von etwa 5 Tagen (Retardeffekt). Die in der Literatur beschriebene
schwachere biologische Aktivitat von proBMP-2 (141) konnte somit infolge der geringeren
Knochenbildungsraten im Vergleich zu BMP-2 in dieser Studie bestatigt werden. Nachfolgend
konnte gezeigt werden, dass die Menge an neu gebildeten Knochen (absolut) innerhalb der
Gruppen B und C wahrend der Beobachtungsintervalle 6 und 12 Wochen sowie die relative
Knochenneubildung innerhalb aller drei Beobachtungszeitrdume keine weiteren signifikanten
Unterschiede mehr aufzeigten. Daher ist anzunehmen, dass es zu einer ausreichend hohen
Konzentration von BMP-2 im Gewebe gekommen ist, um die fortlaufende Knochenneubildung zu
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ermoglichen. Anhand dieser Erkenntnisse konnte belegt werden, dass proBMP-2 Uber eine
ausreichend lange Halbwertzeit verfigt und eine ergdnzende Applikation des Wirkstoffs nicht
notwendig zu sein scheint. Des Weiteren wurde in dieser Studie eine Wirkdauer von 12 Wochen
fur proBMP-2 nachgewiesen und dokumentiert erstmalig eine um insgesamt 8 Wochen
prolongierte Wirkdauer im Vergleich zu den in der Literatur bisher beschriebenen 4 Wochen (63).
Ein wesentlicher Aspekt der BMP-2 vermittelten Wirkung stellt die Rekrutierung von
mesenchymalen Zielzellen dar (157). Hauburger etal. konnten in einem Migrationstest mit
Fibroblasten durch die Stimulation mit proBMP-2 im Vergleich zu BMP-2 eine korrespondierende
Zellmigration beobachten (158). Die in dieser Studie beschriebene intrazellulare Prozessierung
von proBMP-2 zu BMP-2 setzt initial eine Rekrutierung von mesenchymalen Zielzellen voraus.
Durch den Nachweis der Knocheninduktion innerhalb der proBMP-2 stimulierten Proben, konnte
indirekt eine chemotaktische Wirkung des pramaturen Faktors bestatigt werden und manifestiert
somit eine weitere fur die Knocheninduktion komplementare Funktion von proBMP-2.

Die Studie kommt zu der Erkenntnis, dass durch proBMP-2 eine ektope Knocheninduktion
vermittelt werden kann. Dabei ist die biologische Kapazitat von proBMP-2 im Vergleich zu BMP-2
in Hinblick auf die Knochenbildungsrate insgesamt schwacher, wobei diese nur fir die frihe
Knochenbildungsphase signifikant war. Das pramature Protein verfugt Uber keine intrinsische
osteoinduktive Wirkung. Die osteoinduktive Wirkung erfolgt durch eine zellulare Internalisierung
und nachfolgender intrazelluldre Prozessierung zu BMP-2. Anhand der verzdgerten proBMP-2
vermittelten AP-Enzymaktivitat ist zu vermuten, dass der Wirkungseintritt des pramaturen Wachs-
tumsfaktors erst mit einer Karenzzeit von 5 Tagen erfolgt. Demzufolge ist fir proBMP-2 ein
verzdgerter Wirkungseintritt anzunehmen, was sich in der signifikant geringeren Knochenbildungs-
rate innerhalb des 3. Wochen Beobachtungsintervall widerspiegelte. Eine Wirkdauer fur
proBMP-2 konnte nachfolgend jedoch bis zur 12 Woche nach Verabreichung nachgewiesen
werden. Unter Berlcksichtigung dieser Ergebnisse scheint eine graduelle und prolongierte
Freisetzung von BMP-2 durch die Verabreichung von proBMP-2 méglich zu sein. Im Hinblick auf
die Fragestellung zur Verwendung des pramaturen Faktors als nebenwirkungsarmere Alternative
kann keine eindeutige Aussage getroffen werden. Die beobachteten inflammatorischen Neben-
wirkungen innerhalb der BMP-2 beschichteten BioOss-Implantate lassen aufgrund vergleichbarer
Verlaufe in unterschiedlichen Studien einen Zusammenhang vermuten. Im direkten Vergleich zu
proBMP-2 konnten hingegen keine signifikanten Unterschiede beziiglich Odembildung an der
Implantationsstelle nachgewiesen werden. Hingegen konnte eine signifikant geringe Gewichts-
zunahme in der frihen Beobachtungsphase bei Versuchstieren der Gruppe B nachgewiesen
werden, welche mit dem Beobachtungszeitpunkt der Odembildung konsistent ist. Diese Beobach-
tung unterstitzt erganzend die Vermutung einer BMP-2-assoziierten gesundheitlichen Beeintrach-
tigung. Zur Erlangung einer zuverlassigen Aussage hinsichtlich des Nebenwirkungsprofils von
BMP-2 und proBMP-2, sollte in nachfolgenden Untersuchungen die doppelte Anzahl an Tieren pro
Gruppe und Beobachtungszeitraum gewahlt werden. Aufgrund der unterschiedlichen effektiven
Wirkungsdosis von BMP-2 zwischen verschiedenen Spezies und damit korrelierender Neben-
wirkungen (45, 92), wurde die Verwendung ansteigender Konzentrationen des pramaturen Faktors
hinsichtlich der Evaluation des Nebenwirkungsprofils zuséatzliche Erkenntnisse erbringen. Zur
Differenzierung der durch Wachstumsfaktoren induzierten entziindlichen Nebenwirkungen, ware
zudem eine biochemische Analyse des Odems an der Implantationsstelle zur Identifizierung
charakteristischer Zytokine von Vorteil (92, 159). Unter den gewonnenen Erkenntnissen kénnten
nachfolgende Studien eine grofle Chance fir diesen mdglicherweise nebenwirkungsarmeren
pramaturen Faktor ergédnzend belegen.
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6 Zusammenfassung

Die Rekonstruktion von Knochendefekten in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie nach
Traumen, Tumoren oder kongenitalen Defekten erfordert die Verwendung von Knochenersatz zur
Wiederherstellung von Form und Funktion. Dabei gilt das autologe Knochentransplantat als
Goldstandard zur Rekonstruktion von knochernen Defekten. Verschiedene Knochenersatz-
materialien finden aktuell Verwendung, um gegebene Nachteile der autologen Knochengewinnung
zu vermeiden. Dabei erbrachten bioaktive Komposite aus einem osteokonduktiven Tragermaterial
in Kombination mit dem Wachstumsfaktor BMP-2 vielversprechende Ergebnisse zur Regeneration
von Knochengewebe hervor. Die wirkstoffspezifische Freisetzungskinetik von BMP-2 bedingt aller-
dings eine initial hohe Konzentration (burst release) des Zytokins am Implantationsort, was nach
Anwendung in der kraniofazialen Region zu ernstzunehmenden inflammatorischen Neben-
wirkungen wie Schwellungen, Odemen und Erytheme der oberen Atemwege flhrt. Fir die
pramature Form des BMP-2, das proBMP-2 konnte ebenfalls eine ektope Knocheninduktion nach-
gewiesen werden. Unter der Annahme einer kontinuierlichen Prozessierung von proBMP-2 durch
die proteolytische Prozessierung zum maturen BMP-2, wie sie bereits flr phylogenetisch ahnliche
Wachstumsfaktoren in der Literatur beschrieben worden ist, ware ein gradueller und prolongierter
Konzentrationsanstieg des reifen Zytokins im Gewebe zu erwarten. Unerwiinschte burst release
kdonnten zugunsten dieser umgekehrten Freisetzungskinetik vermieden werden und eine
harmonische Knochenregeneration beglnstigen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit Fragestellung, ob durch die Verwendung von
proBMP-2 im Vergleich zu BMP-2 innerhalb eines bovinen Hydroxylapatit-Scaffolds in einem
ektopen Tiermodell entsprechend effektiv Knochengewebe induziert werden konnte. Dabei galten
induzierte Knochenflachen (absolut und relativ) innerhalb der Scaffolds als Malstab zur
Beurteilung der osteoinduktiven Kapazitat der jeweiligen Proteinformen.

Als zweiter zu untersuchender Aspekt dieser Studie galt die Identifikation von inflammatorischen
Nebenwirkungen in Form von Odemen und Verletzungen am Implantationsort zur Evaluation des
Nebenwirkungsprofils von BMP-2 und proBMP-2.

54 Sprague-Dawley Versuchsratten wurden aquimolare Konzentration von BMP-2 und proBMP-2
auf einem bovinen Hydroxylapatit-Scaffold implantiert. Tiere der Gruppe B erhielten
BioOss+ BMP-2 und Tiere der Gruppe C BioOss+proBMP-2. Als Kontrolle erhielten Tiere der
Gruppe A Scaffolds ohne Wachstumsfaktoren. Die Versuchszeitrdume betrugen 3, 6 und 12
Wochen mit jeweils 6 Tieren pro Zeitpunkt. Die histomorphometrische und histologische Auswer-
tung erfolgte anhand digitalisierter Paraffinschnitte. Zur Beurteilung des Nebenwirkungsprofils der
jeweiligen Wirkstoffe erfolgte die Dokumentation und Klassifikation inflammatorischer Ereignisse
in Form von Odemen und Verletzungen an der Implantationsstelle. Erganzend wurden Gewichts-
veranderung der Tiere zu Beginn und nach Totung der Individuen dokumentiert.

Im Ergebnis dieser Studie zeigten die Implantate ohne Wachstumsfaktor (Kontrolle) zu keinem
Zeitpunkt eine Knochenbildung. BMP-2 konnte flr alle Beobachtungszeitrdume eine insgesamt
gréliere absolute Knochenflache als proBMP-2 generieren, wobei der Unterschied nur fiir den
Beobachtungszeitraum von 3 Wochen statistisch signifikant waren. Auch die relative Knochen-
neubildung (Verhaltnis Knochenneubildung zum Implantat) war fir BMP-2 fir alle Zeitrdume
groéler, wobei der Unterschied zu keinem Zeitpunkt signifikant war.
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Die Studie hat gezeigt, dass eine vergleichbare Menge an Knochengewebe innerhalb eines
ektopen Lagers durch proBMP-2 im Vergleich zu BMP-2 induziert werden konnte.

Das pramature Protein verfiigte dabei tber keine intrinsische osteoinduktive Wirkung. Die Vermitt-
lung der osteoinduktive Wirkung des pramaturen Faktors erfolgte nach Internalisierung und nach-
folgender zellularer Prozessierung zum reifen BMP-2. Die signifikant schwachere osteoinduktive
Kapazitat von proBMP-2 innerhalb des friihen Beobachtungsintervalls war auf die unterschiedliche
Metabolisierung des pramaturen Zytokins gegenuber BMP-2 zurtckzufuhren. Infolge der beschrie-
benen unterschiedlichen Affinitat zu den spezifischen Rezeptoren erfolgte die Internalisierung von
proBMP-2 im Vergleich zum maturen Protein verlangsamt. Eine nachfolgende mehrtagige
Prozessierung zum reifen BMP-2 bedingte eine zusatzliche zeitliche Verzégerung der biologischen
Aktivierung des proBMP-2. Demgegeniber generierte die initiale biologische Aktivitat des maturen
Faktors diesem einen zeitlichen Vorsprung und spiegelte sich in den signifikant héheren Knochen-
flachen innerhalb des frihen Beobachtungszeitpunkts wider. Eine graduelle und prolongierte
Freisetzungskinetik von BMP-2 unter Verwendung von proBMP-2 innerhalb eines ektopen Tiermo-
dells konnte innerhalb dieser Studie nachgewiesen werden.

Zusammenfassend wurden 6 Odeme innerhalb dieser Studie dokumentiert. Die hdchste Frequenz
(n=3) war in der Gruppe B (BMP-2) wahrend der ersten 2 postoperativen Tage zu verzeichnen.
Odeme (n=2) innerhalb der Gruppe C (proBMP-2) traten im Verhaltnis zum Wirkungseintritt zeitlich
verspatet auf und waren auf eine sekundare Infektion zurlickzufihren. Das einzige Odem in der
Kontrollgruppe war auf eine Abszedierung zurlckzufuhren. Einen signifikanten Zusammenhang
zwischen den beobachteten Odemen an der Implantationsstelle und BMP-2 bzw. proBMP-2 konnte
in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Die ergéanzende statistische Auswertung unter Zensur
der Abszesstiere der Kontrollgruppe A ergab gleichermalen keine signifikanten Zusammenhange
zwischen den Odemen und den jeweiligen Proteinformen. Allerdings deutete der zeitliche Ablauf
der friihzeitig aufgetretenen Odeme in Verbindung mit der signifikant geringen Gewichtszunahme
der betroffenen BMP-2 Odemtiere auf eine gewisse Assoziation zwischen Inflammation und dem
maturen Zytokin hin.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen eine Basis dar zur weiteren Uberpriifungen, ob proBMP-2 als
alternativer therapeutischer Wirkstoff geeignet scheint. Eine Testung mittels unterschiedlicher
Konzentrationen beider Proteinformen bei héher Anzahl an Versuchstieren, kénnte eindeutige
Resultate zu Nebenwirkungen der jeweiligen Wirkstoffe ergeben. Nachfolgend sollte proBMP-2 in
Defektmodellen verwendet werden, um Aussagen beziiglich der Qualitat des induzierten Kochens
machen zu kdnnen.
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In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie ergeben sich bei etwa 15 % aller Eingriffe am
Skelettsystem der Bedarf an Knochenersatz zur Wiederherstellung von Form und Funktion.
Prinzipiell werden dabei Knochentransplantate oder Knochenersatzmaterialien zur
anatomischen Wiederherstellung eingebracht.

Das autologe Knochentransplantat gilt als Goldstandard zur Wiederherstellung von
Knochendefekten da es Uber osteokonduktive, osteoinduktive und osteogene
Eigenschaften verfligt, ohne immunogene Reaktionen hervorzurufen.

Die Gewinnung von autologem Knochengewebe erfordert ein zweites Operationsfeld und
ist mit Komplikationen behaftet.

Vollsynthetische, allogene und xenogene Knochenersatzmaterialien gelten als
gebrauchlichste Alternative zum autologen Knochentransplantat.

Zielmaligabe aller Knochenersatzmaterialien sind dabei die biomechanischen
Eigenschaften des naturlichen Knochens zu reproduzieren.

Derzeit verwendete Knochenersatzmaterialien verfliigen allerdings Uber eine zu
vernachlassigende osteoinduktive Kapazitat und dienen im Wesentlichen als extrazellulare
Matrix zur Stabilisierung eines ossaren Defektes (osteokonduktive Wirkung).

Tissue Engineering von Knochen basiert auf dem Prinzip der regenerativen
Wiederherstellung von Knochengewebe unter Verwendung von knochenspezifischen
Wachstumsfaktoren auf Tragermaterialien. Diese bioaktive Komposite sind im Allgemeinen
osteokonduktive Tragermaterialen, die im Vorfeld mit morphogenen Wachstumsfaktoren
beschichtet wurden und infolge der vermittelten osteoinduktiven Kapazitat eine lokale
Knochenregeneration bewirken.

Bone Morphogenetic Proteins (BMP) sind Mitglieder der TGF-B-Superfamilie und zéhlen zu
den bedeutsamsten knochenbildenden Wachstumsfaktoren.

BMP-2 veranlasst zunachst die Chemotaxis und Proliferation von perivaskular
vorkommenden mesenchymalen Vorlduferzellen und initiiert die Differenzierung dieser
Zellen zu Chondroblasten und Osteoblasten, welche im Verlauf Uber den Vorgang der
enchondralen und desmalen Ossifikation neuen Knochen induzieren.

Die Stimulation durch BMP-2 flihrt auch von primar nicht osteogenen mesenchymalen
Zellen, selbst in nichtossifizierendem Gewebe, zu einer Differenzierung in Chondro- und
Osteoblasten mit konsekutiver Ausbildung von Knochengewebe (ektope Knochen-
induktion).

BMP-2 verfugt neben BMP-7 Uber die ausgepragteste osteoinduktive Kapazitat.

BMP-2 wird als Vorlaufer- bzw. Pro-Protein synthetisiert. Dieses bestehet aus einer
N-terminalen Signalsequenz, gefolgt von einem Propeptid und einer C-terminalen

bestehenden Polypeptidkette - dem eigentlichen wirksamen Zytokin.
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Nach proteolytischer Abspaltung des Propeptids vom C-terminalen Anteil erfolgt die
Sekretion des reifen BMP-2 in den Extrazellularraum.

Die Signalwirkung von BMP-2 erfolgt Uber die Interaktion von transmembrandsen
Serin/Threonin-Kinase Rezeptoren (BMPR-IA und BMPR-II). In Abhangigkeit der Rezeptor-
Liganden-Konstellation beider Molekile erfolgt ein SMAD-abhangiger Signalweg (PFC=
preformed complex) von einem sequenziellen Bindungsmodus des p38-MAPK abhangigen
Signalweg.

Derzeit besteht eine klinische Zulassung zur Verwendung von BMP-2 auf einem bovinen
Kollagenschwamm als Alternative zum autologen Knochentransplantat flir unterschiedliche
Behandlungsindikationen in der Neuro-, Unfall- und kraniofazialen Chirurgie.

Seit Zulassung wurden bis zum Jahr 2017 mehr als 10.000 Berichte Uber rhBMP-2
assoziierte Nebenwirkungen verfasst. Dabei traten in etwa 75 % der Falle inflammatorische
Komplikation in der Region der Applikation auf. Dokumentiert wurden Odeme, Erytheme,
Schwellungen und Schmerzen mit mittelgradigem Verlauf bis hin zu lebensbedrohlichen
Zustanden und sogar letalem Ausgang.

Ursache dieser lebensbedrohlichen Komplikationen waren mitunter das Auftreten der
Odeme und Schwellungen im Bereich der Atemwege nach Verwendung von BMP-2 in der
kraniofazialen Region, was eine ernsthafte Einschrankung des Wachstumsfaktors fur die
Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie darstellt.

Problem bei der Anwendung von Bone Morphogenetic Protein sind die initial hohen
Anfangskonzentrationen des Zytokins (sog. burst release) im Gewebe, welche aufgrund
der hohen initialen Freisetzungskonzentration Ursache der beschriebenen
Nebenwirkungen sind.

Die initial hohen Konzentrationen des Wachstumsfaktors konnen nicht aquivalent
kompensiert werden, da anfangs noch keine hinreichende Anzahl an BMP-2 sensiblen
Zellen rekrutiert wurden.

Hauptaugenmerk der aktuellen Forschung zur Vermeidung von Nebenwirkungen und
Steigerung der Effektivitdt von BMP-2 liegen in der Herstellung einer graduellen und
prolongierten Freisetzungskinetik am Implantationsort entgegen der Freisetzungskinetik
des momentan zugelassenen Wirkstoffes. Dabei fokussieren sich aktuelle Untersuchungen
vorwiegend auf eine chemische Strukturveranderung von BMP-2 sowie die Modifikation

von unterschiedlichen Tragermaterialien.

. Grundlagen dieser Studie zur Erlangung einer prolongierten Freisetzung des Wachstums-

hormons war die bereits nachgewiesene knocheninduzierende Wirkung von proBMP-2,
sowie eine sukzessive Prozessierung des pramaturen Faktors zum maturen BMP-2, wie
sie bereits fir phylogenetisch ahnliche Wachstumsfaktoren in der Literatur beschrieben

worden ist. Infolge der biologischen Umsetzung des pramaturen Faktors ware eine
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graduelle Generierung von BMP-2 im Gewebe zu erwarten. Der sukzessive
Konzentrationsanstieg des Wachstumsfaktors wirde eine analoge Rekrutierung und
Proliferation von BMP-2-sensiblen mesenchymalen Zielzellen am Implantationsort
ermoglichen und somit eine der BMP-2-Konzentration &aquivalente Umsetzung der
osteoinduktiven Signale beglinstigen.

Unter der Herstellung einer graduellen Freisetzungskinetik des Wachstumsfaktors ware
demnach die Wiederherstellung von Knochengewebe unter Reduktion von
inflammatorischen Nebenwirkungen zu erwarten. Angelehnt an diese Erkenntnisse erfolgte
die Verwendung von proBMP-2 als mdglicher alternativer Wirkstoff zur Erzeugung einer
harmonischeren Knocheninduktion.

Ziel der Arbeit war es proBMP-2 als mogliches neues vertraglicheres Praparat im Vergleich
zum konventionell verwendeten BMP-2 fiir die Therapie von Knochendefekten zu
identifizieren.

In der vorliegenden Arbeit sollte Uberprift werden, ob durch die Verwendung von
proBMP-2 im Vergleich zu BMP-2 innerhalb eines bovinen Hydroxylapatit-Scaffolds
(BioOss) in einem ektopen Tiermodell entsprechend effektiv Knochengewebe induziert
werden konnte. Dabei galten induzierte Knochenflachen (absolut und relativ) innerhalb der
Scaffolds als Malstab zur Beurteilung der osteoinduktiven Kapazitdt der beiden
Proteinformen.

Als zweiter zu untersuchender Aspekt dieser Studie galt die Evaluation von
inflammatorischen Komplikationen in Form von Odemen und Verletzungen an der
Implantationsstelle zur Beurteilung des Nebenwirkungsprofils der jeweiligen Wirkstoffe.

54 Sprague-Dawley Versuchsratten wurde aquimolare Konzentration von BMP-2 bzw.
proBMP-2 auf einem bovinen Hydroxylapatit-Scaffold subkutan implantiert. Tiere der
Gruppe B erhielten BioOss+BMP-2 und Tiere der Gruppe C BioOss+proBMP-2. Als
Kontrolle erhielten Tiere der Gruppe A Scaffolds ohne Wachstumsfaktoren. Die
Versuchszeitraume betrugen 3, 6 und 12 Wochen mit jeweils 6 Tieren pro Zeitpunkt. Die
histomorphometrische und histologische Auswertung erfolgte anhand digitalisierter
Paraffinschnitte. Zur Beurteilung des Nebenwirkungsprofils der jeweiligen Wirkstoffe
erfolgte die Dokumentation und Klassifikation inflammatorischer Ereignisse in Form von
Odemen und Verletzungen an der Implantationsstelle sowie die Gewichtsveranderung der
Tiere zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.

Innerhalb der Praparate der Kontrollgruppe (BioOss-Scaffold ohne Wachstumsfaktor)
konnte in keinem der Beobachtungszeitrdume eine Knochenneubildung nachgewiesen

werden.
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29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

BMP-2 konnte fir alle Beobachtungszeitrdume eine insgesamt grél3ere absolute Knochen-
flache im Vergleich zu proBMP-2 generieren, wobei der Unterschied nur fir den
Beobachtungszeitraum der 3. Woche statistisch signifikant war.

Auch die relative Knochenneubildung (Verhaltnis Knochenneubildung zum Implantat) war
fur BMP-2 fur alle Zeitraume groRer, wobei der Unterschied zu keinem Zeitpunkt signifikant
war.

Die Unterschiede der Knochenneubildung beider Proteinformen war auf die
heterogene Affinitat zu den spezifischen BMPRI- und BMPRII- Rezeptoren zurtickzufiihren.
ProBMP-2 zeigte keine Interaktion mit dem BMPRII-Rezeptor was zu einer verzdgerten
Internalisierung des pramaturen Faktors fiihrte. Die Aufnahme von BMP-2 erreichte inner-
halb von 2 h ein Plateau. Demgegeniber erreichte die Internalisierung von proBMP-2 erst
nach 15 h ein dieses Plateau.

Der maldgebliche Unterschied zeigte sich nachfolgend in der Metabolisierung der beiden
Faktoren. Die Prozessierung von proBMP-2 zum reifen BMP-2 bendtigte nach der
Aufnahme in die Zielzelle 5 Tage. ProBMP-2 verfugte Uber keine intrinsische osteoinduktive
Kapazitat, sondern bedurfte der beschriebenen proteolytischen Umwandlung.

Die verzdgerte Internalisierung und prolongierte Metabolisierung von proBMP-2 bedingte
somit einen verspateten Wirkungseintritt des unreifen Zytokins. Demgegenuiber generierte
die initiale biologische Aktivitdt des maturen Faktors diesem einen zeitlichen Vorsprung,
welcher sich in der gréReren Flache an frischem Knochengewebe widerspiegelte.
Aufgrund der beschriebenen zeitlich verzégerten Prozessierung des pramaturen Faktors
konnte diesem eine prolongierte und graduelle Freisetzungskinetik zugeschrieben werden.
Es konnte eine osteoinduktive Wirkung von proBMP-2 erstmals fir eine Dauer von
12 Wochen nachgewiesen werden. Es ist daher anzunehmen, dass proBMP-2 Uber eine
ausreichend lange Halbwertzeit verfugt und eine erganzende Applikation des Wirkstoffs
nicht notwendig zu sein scheint.

Die Ergebnisse dieser Studie sprechen fur eine graduelle und prolongierte Freisetzung von
BMP-2 durch die Verabreichung von proBMP-2 im Kleintiermodell.

Es konnte keine signifikante Abhangigkeit zwischen dem Auftreten von Odemen an der
Implantationsstelle und der Gruppenzugehdrigkeit, weder fiir alle 54 Tiere zusammen noch
fur die Beobachtungszeitrdume getrennt, nachgewiesen werden.

Es zeigten sich dennoch qualitative Unterschiede beziiglich der Odembildung zwischen den
Gruppen. Odeme innerhalb der Gruppe B (BMP-2+BioOss) traten bereits am 2. und 3.
postoperativen Tag (Beobachtungszeitraum 3. Woche) an der Implantationsstelle auf.
Demgegeniiber trat das einzige Odem an der Implantationsstelle in der Gruppe C, im
Verhaltnis zum Implantationszeitpunkt, erst deutlich verzoégert auf (40. Tag post

implantationem).
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39.

40.

41.

42.

Unterschiedliche Studien zur Beurteilung des Nebenwirkungsprofils von BMP-2
demonstrierten, analog zu Ergebnissen dieser Studie, das Auftreten BMP-2 induzierter
Odeme wahrend des 2. postoperativen Tags.

Ergédnzend zeigten Tiere der BMP-2-Gruppe innerhalb des Zeitraums in dem es zur Odem-
bildung kam eine signifikant geringe Gewichtszunahme im Vergleich zu den Versuchstieren
der Gruppe A (Kontrolle) und C (proBMP-2).

Unter Berlcksichtigung der ermittelten signifikant geringeren Gewichtszunahme der
BMP-2-Tiere und der zeitlichen Ubereinstimmung mit in der Literatur beschriebenem
Verlauf BMP-2-korrelierender Odeme, kann durchaus eine gewisse Assoziation zwischen
der Anwendung von BMP-2 und den beobachteten Odemen an der Implantationsstelle
dieser Studie vermutet werden.

Im Hinblick auf die Fragestellung zur Verwendung des pramaturen Faktors als nebenwir-
kungsarmere Alternative konnte aufgrund zu geringer Anzahl an Odeme, keine eindeutige

Aussage getroffen werden.



