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Einleitung 

1. Einleitung 

Die chirurgische Versorgung von Knochendefekten erfordert eine biomechanisch belastba-

re Verbindung der Defektteile, eine Auffüllung bzw. Augmentation aus prophylaktischer 

oder ästhetischer Indikation oder einen endoprothetischen Ersatz des Defektbereiches. 

Als Implantate bzw. zur Knochenstabilisierung stehen bisher diverse osteosynthetische 

Nagel- und Plattensysteme und Endoprothesen mit verschiedenen Oberflächen zur Verfü-

gung. Insbesondere zur Knochendefektfüllung kommen biokompatible Hydroxylapatitmate-

rialien und autologe Spongiosaplastiken zum Einsatz. Bisher liegt nur bei der Verwendung 

autologer Spongiosaplastik („Goldstandard“ der Knochendefektheilung) ein bioaktiver 

Knochenersatz vor, der durch eingebrachte Osteoblasten und in der Knochenmatrix ge-

speicherte Wachstumsfaktoren die Knochenheilung aktiv stimuliert. 

Im Rahmen unseres Projektes wird eine Optimierung der Knochendefektheilung durch 

Kombination einer neuartigen Trägersubstanz (in diesem Fall Hyaluronsäure) mit lokal 

wirksamen osteoanabolen Proteinen angestrebt. 

Knochenanaloge, perkutan injizierbare Hyaluronsäure wird mit lokal wirksamen Knochen-

wachstumsfaktoren (BMP2 bzw. bFGF) kombiniert, um initial die ossäre Integration in das 

Implantatlager und längerfristig die Substitution des Hyaluronsäure-Composites durch 

Knochengewebe zu ermöglichen. 

Entscheidend bei der Behandlung von Frakturen ist es, die ursprünglichen Verhältnisse 

nach Möglichkeit wiederherzustellen. Ein wichtiges Kriterium hierfür ist die Zeit, in welcher 

der Defekt mit neuem Knochenmaterial aufgefüllt wird. Eine langandauernde Immobilisati-

on der betroffenen Fraktur erfordert in der Regel eine im Anschluss daran längere Remo-

bilisation  bzw. Rehabilitation. Durch perkutane Injektionen osteostimulativer Substanzen 

scheint eine schonende und minimal invasive Behandlung von Knochendefekten möglich. 

Ziel dieser tierexperimentellen Studie ist es, Grundlagen zu schaffen, die auf eine Verbes-

serung der Behandlung von Knochendefekten abzielen. Auch bei gestörter Stoffwechsel-

lage (z.B. osteoporotische Frakturen, fibröse Dysplasie) sollte sich dieses Verfahren ge-

genüber den herkömmlichen Techniken zur Defektbehandlung behaupten. 
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Im Einzelnen wird in unserer Studie tierexperimentell untersucht, ob die Kombination einer 

Trägersubstanz (Hyaluronsäure) mit rekombinanten, osteoinduktiven (BMP2), bzw.     

osteostimulativen Peptiden (bFGF) 

1. ein Fortbestehen der Bioaktivität der eingesetzten Wachstumsfaktoren gewährleistet, 

2. einen signifikanten Beitrag zu einer Beschleunigung der lokalen Knochenneubildung 

und dadurch der Defektheilung leistet. 
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2. Grundlagen 

2.1. Struktur und Stoffwechsel des Knochens 

2.1.1. Aufbau der Knochenmatrix 

Das Stütz- oder Skelettsystem bildet durch seine feste Knochensubstanz ein Rahmen-

werk, an dem die Weichteile des Organismus ihre funktionsgerechte Anordnung finden. 

Das Stützsystem bietet die Grundlage für vielfältige mechanische Funktionen und gibt wei-

ten Körperpartien Schutz gegen mechanische Einwirkungen von außen. Es beherbergt 

das hämatopoetische System und steht dem Organismus als Mineraldepot, insbesondere 

für Kalzium und Phosphat, zur Verfügung. Von allen Geweben und Organen des Orga-

nismus unterscheidet sich der Knochen durch den Gehalt an anorganischen Salzen, die 

der Knochenstruktur die nötige Festigkeit geben. Die Knochensubstanz in ihrer jeweiligen 

morphologischen Struktur steht in einem dynamischen Stoffwechselgleichgewicht von 

Synthese und Resorption. Diese für die Aufrechterhaltung der Funktionsfähigkeit der Kno-

chen notwendigen aktiven Stoffwechselvorgänge spielen sich in den Knochenzellen ab, 

bzw. werden durch die Knochenzellen im Kompartiment der extrazellulären Matrix ver-

mittelt. Der Stoffwechsel und die morphologische Struktur unterliegen neben lokalen, auf 

den Stoffwechsel einwirkenden Faktoren, einer komplex aufgebauten, vorwiegend humo-

ralen Steuerung, durch die gleichzeitig die Verknüpfung mit dem Gesamtstoffwechsel des 

Organismus gegeben ist (Gressner und Greiling (1995)). 

Die Interzellularsubstanz des Knochens wird auch als Knochengrundsubstanz bezeichnet. 

Sie besteht: 

• etwa zu 50% aus Mineralien, 

• etwa zu 25% aus organischen Verbindungen 

• und etwa zu 25% aus Hydratationswasser. 

 

Mineralien 
Als anorganische Bestandteile herrschen anorganisches Phosphat (ca. 50%) und Kalzium 

(ca. 35 %) vor. Die übrigen Bestandteile setzen sich aus Citrat, Carbonat, Nitrat, Magnesi-

um, Fluor und Spurenelementen zusammen. Insgesamt bestehen 1-2 % des Körperge-

wichtes aus Kalzium, wovon ungefähr 99 % des Kalziums im Knochen deponiert sind. 
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Die Mineralien im Knochen liegen in Form von sogenannten Apatitkristallen vor. Als Apatit 

bezeichnet man hexagonale Kalziumphoshatverbindungen deren hauptsächlicher Be-

standteil das Hydroxylapatit (Ca10 (PO4)6 OH2) darstellt. 

Organische Verbindungen 
Hauptbestandteil des organischen Materials ist das Kollagen mit 90 - 95 %. Der Rest setzt 

sich aus verschiedenen Proteinen zusammen, Osteonektin (ein 32 kDa-Phosphoprotein), 

Osteocalcin (ein sehr saures Protein, Molekulargewicht 5200-5900), sowie aus kleineren 

Proteoglykanen bzw. Glykosaminglykanen. Einige dieser Substanzen verbinden die Mine-

ralien des Knochens mit Kollagen (Osteonektin) bzw. mit den Zellen (Osteopontin). 

Wasser 
Durch die Hydratisierung der oberflächlichen Ionen des Hydroxylapatits entsteht ein Hyd-

ratmantel. Dieser schafft die Voraussetzung für einen Ionenaustausch zwischen den Kris-

tallen und der Umgebung, welcher bei der Einlagerung und Mobilisierung von Kalzium im 

Knochen eine wichtige Rolle spielt. 

Histologischer Bau 
Zwei Arten von Knochengewebe lassen sich histologisch unterscheiden: 

• Geflechtknochen 

• Lamellenknochen 

 
Geflechtknochen 
Das Stadium des Geflechtknochens muss bei jeder Neubildung von Knochen durchlaufen 

werden. Die Kollagenfasern des Geflechtknochens haben im Gegensatz zum Lamellen-

knochen keine besondere Verlaufsrichtung. 

Der Anteil an Mineralien ist im Geflechtknochen geringer als im Lamellenknochen, wohin-

gegen der Bestand an Osteozyten erhöht ist. Geflechtknochen weist eine hohe Zug- und 

Biegungsfestigkeit auf. 

Normalerweise wird im Laufe der Entwicklung Geflechtknochen durch Lamellenknochen 

ersetzt. 
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Lamellenknochen 
Der für den Erwachsenen typische Lamellenknochen ist gekennzeichnet durch Lamellen 

und Knochenkanälchen. 

Die Dicke der Lamellen (Knochenschichten) beträgt durchschnittlich 3-7 µm. Die Lamellen 

setzen sich aus Kollagenfasern und Osteozyten zusammen. 

Die Kollagenfasern haben in jeder Lamelle einen typischen, in der Regel schraubenförmi-

gen Verlauf. Entscheidend und funktionell bedeutend ist, dass Verlaufsrichtung und Stei-

gungswinkel der Kollagenfasern von Lamelle zu Lamelle wechseln. 

Die Osteozyten befinden sich in den Lamellen oder an deren Grenzen. Sie liegen in soge-

nannten Knochenhöhlen (Lacuna Ossea), von denen radiär Knochenkanälchen für die 

Osteophytenfortsätze ausstrahlen. Benachbarte Knochenkanälchen stehen untereinander 

in Verbindung und  münden in die sogenannten Zentralkanäle. Die Knochenhöhlen wer-

den nie komplett von den Osteozyten ausgefüllt. Der Freiraum dient dem Substanztrans-

port zur Ernährung der Knochenzellen. 

Die Anordnung der Lamellen gliedert sich in äußere und innere Generallamellen, Spezial-

lamellen und Schaltlamellen (siehe Abbildung 1). 
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Abbildung 1: Schematische Zeichnung eines Ausschnitts der Substantia compacta der Diaphyse eines Röhrenknochens 
(Junqueira und Carneiro (1991)) 

 
 
Die Speziallamellen (v.a. in den Diaphysen der Röhrenknochen vorkommend), gehören zu 

einem Lamellensystem, welches als Osteon oder Havers-System bezeichnet wird. 

Bei den Knochenkanälchen unterscheidet man die Canales centrales (Havers-Kanäle) und 

die Canales perforantes (Volkmann-Kanäle). Die Zentralkanäle dienen in erster Linie den 

ernährenden Blutgefäßen sowie den Nerven als Leitstruktur. Die Canales perforantes tre-

ten senkrecht von der inneren und äußeren Oberfläche in den Knochen ein, queren die 

General- und Speziallamellen und stehen dann mit den Zentralkanälen in direkter Verbin-

dung. In die Canales perforantes treten Gefäße aus dem Periost bzw. Endost ein (Jun-

queira und Carneiro (1991)). 
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2.1.1.1 Knochenzellen 

Knochenzellen liegen in vier verschiedenen Formen vor, nämlich als: 

• Vorläuferzellen (bone lining cells) 

• Osteoblasten 

• Osteozyten und 

• Osteoklasten. 

Vorläuferzellen, Osteoblasten und Osteozyten gehen auseinander hervor. Osteoklasten 

sind vielkernige Riesenzellen, die dem Knochenabbau dienen. Osteoklasten entstehen 

durch die Verschmelzung von mononukleären Monozyten. Sie lassen sich dementspre-

chend dem mononukleären Phagozytosesystem zuordnen (Junqueira und Carneiro 

(1991)). 

Vorläuferzellen (bone lining cells) 
Diese Zellgruppe ist mesenchymaler Herkunft und während des ganzen Lebens vorhan-

den. Die Vorläuferzellen sind in der äußeren und inneren Knochenoberfläche sowie in den 

Havers Kanälen lokalisiert. Histologisch sind Vorläuferzellen relativ undifferenziert. Sie 

sind spindelförmig, haben nur wenig ribosomales endoplasmatisches Retikulum (RER) 

und einen spärlich entwickelten Golgi-Apparat. Sie besitzen aber die Fähigkeit, sich in 

Osteoblasten mit einem deutlich ausgeprägten Syntheseapparat umzuwandeln. Bone li-

ning cells weisen während des Knochenwachstums und bei der Frakturheilung eine hohe 

Aktivität auf. 

Osteoblasten 
Hauptaufgabe der Osteoblasten ist die Synthese von Knochengrundsubstanz in Form von 

Kollagen, Proteoglykanen und Glykoproteinen sowie die Produktion der Knochenhartsub-

stanz. Die Aktivität der Osteoblasten wird durch verschiedene Hormone reguliert. Oste-

oblasten stehen durch feine zytoplasmatische Fortsätze miteinander in Verbindung. Im 

Lichtmikroskop sind sie als basophile Zellen zu erkennen. Sie produzieren Typ-1-Kollagen 

und sezernieren alkalische Phosphatase, deren Menge Rückschlüsse auf die Zellaktivität 

erlaubt. Die Abgabe der Syntheseprodukte erfolgt an den Stellen, an denen die Zellen mit 

der Knochengrundsubstanz in Verbindung stehen. Diese neue noch nicht verkalkte 

Grundsubstanz wird als Osteoid oder Vorknochen bezeichnet. 
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Osteozyten 
Osteozyten sind aus Osteoblasten hervorgegangen. Sie dienen der Erhaltung des Kno-

chens. Bei ihrem Untergang wird die benachbarte Knochenmatrix abgebaut. 

Als Osteozyt wird eine Knochenzelle dann bezeichnet, wenn sie ringsum von Knochen-

substanz umgeben ist. Reife Osteozyten liegen in verkalkter Grundsubstanz und sind in 

Schichten angeordnet. Charakteristisch sind feine filopodienartige Fortsätze, die sich in 

Knochenkanälchen befinden, welche radiär von den Knochenhöhlen ausgehen, in denen 

die Knochenzellen liegen. Die Fortsätze, die dem Stofftransport dienen, stehen unterein-

ander durch Gap junctions in Verbindung. Durch diese Bauweise wird die Oberfläche der 

Osteozyten stark vergrößert. 

Osteozyten haben im Vergleich zu Osteoblasten eine verminderte Syntheseaktivität.  

Osteoblastische Osteozyten dienen in erster Linie der Erhaltung der vorhandenen Grund-

substanz. Osteozyten (und Osteoblasten) enthalten in ihrem Zytoplasma protein- und gly-

koproteingebundendes Kalziumphosphat. Knochenzellen haben offenbar die Fähigkeit, 

Kalziumphosphat in ihrem Zytoplasma zu konzentrieren. Die Substanzen Kalzium und 

Phosphat sind zum Aufbau der interzellulären Hartsubstanz unerläßlich (Junqueira und 

Carneiro (1991)). 

Osteoklasten 
Osteoklasten sind große, stark verzweigte und bewegliche Zellen. Diese Riesenzellen ha-

ben eine große azidophile Zellhülle, die über 50 Zellkerne enthalten kann. Osteoklasten 

sind in der Lage Knochengrundsubstanz abzubauen. An Stellen, wo Knochenabbau statt-

findet, liegen die Osteoklasten in Einbuchtungen der Grundsubstanz, den sogenannten 

„Howship-Lakunen“. Bestimmte Enzyme (v.a. saure Hydrolasen) werden in den Oste-

oblasten hergestellt, im perinukleären Golgi-Apparat in primäre Lysosomen verpackt und 

dann mittels Exozytose in den extrazellulären Raum abgegeben. Ein Osteoklast kann pro 

Zeiteinheit die gleiche Knochenmenge abbauen, die von 100-150 Osteoblasten aufgebaut 

wurde. Die Aktivität der Osteoklasten wird hormonell gesteuert. Eine Hemmung erfolgt 

durch Kalzitonin und Östrogene, eine Förderung durch Parathormon. 
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2.1.1.2 Regulation des Knochenstoffwechsels 

Halten sich Knochenabbau und –anbau an einer Stelle die Waage, so wird alter Knochen 

ohne Formveränderung durch neuen ersetzt. Das Resultat des Umbaus hängt von der 

Steuerung der Osteoblasten- und Osteoklastentätigkeit ab. 

Ziel dieser Umbauvorgänge ist es, die Knochenstruktur der mechanischen Beanspruchung 

anzupassen. Anbau von Stützsubstanz erfolgt dort, wo es mechanisch notwendig ist und 

Abbau dort, wo die Beanspruchung gering ist. Ein solcher Mechanismus ist bestens ge-

eignet, das Prinzip der größten mechanischen Festigkeit mit dem kleinstmöglichen Materi-

alaufwand zu verwirklichen. 

Auf mikroskopischer Ebene muß ein sensorisches System vorhanden sein, welches die 

mechanische Beanspruchung wahrnimmt und mittels Rückkopplungsmechanismus die 

Zelltätigkeit beeinflussen kann, so daß der Knochenumbau, das „bone remodeling“, direkt 

durch die mechanische Beanspruchung gesteuert wird. 

Dieses System vermag wahrscheinlich die Spannungen, d.h. die elastischen Deformierun-

gen des Knochens zu registrieren. Hierbei spielen elektrische Phänomene eine Rolle, die 

im Einzelnen nicht genau bekannt sind (Abbildung 2). 

Abbildung 2: Regelkreis des Knochenumbaus (Debrunner et al. (1993)) 
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2.1.1.3 Humorale Kontrolle der Knochenbildung 

Biosynthese und Resorption der Knochenmatrix werden durch systemische, lokale und 

biomechanische Reize reguliert. Die Neubildung und Differenzierung von Osteoblasten 

sowie die Synthese und Sekretion der Matrixsubstanzen erfolgen unter dem Einfluss von 

zahlreichen Hormonen. 

In erster Linie beteiligen sich drei Hormone (Parathormon, Kalzitonin und Vitamin D) am 

Knochenstoffwechsel. 

Parathormonwirkungen 
Der physiologische Reiz für die Ausschüttung von Parathormon ist eine erniedrigte Kalzi-

umkonzentration im Blut. Parathormon wirkt am Knochen und aktiviert hier Osteoklasten 

zu vermehrtem Knochenabbau. Es kommt zu einer Freisetzung von Kalzium– und 

Phosphationen ins Blut. Die Bindung des Kalziums an Phosphationen wird dadurch ver-

hindert, daß das Parathormon gleichzeitig die Ausscheidung von Phosphat über die Niere 

fördert. Ein weiterer direkt in der Niere ausgeübter Effekt des Parathormons besteht in der 

Verminderung der Ausscheidung von Kalziumionen. Wenn die Kalziumionenkonzentration 

im Blut hoch ist wird die Parathormonsekretion inhibiert. 

Kalzitoninwirkungen 
Kalzitonin wird von den C-Zellen der Schilddrüse vermehrt ausgeschüttet, wenn der Kalzi-

umspiegel im Blut erhöht ist. Es bewirkt einen verminderten Knochenabbau, sowie einen 

vermehrten Einbau von Kalzium in den Knochen und hat damit eine gegenüber dem Pa-

rathormon antagonistische Wirkung. 

Wirkung des Vitamin D  
Vitamin D ist die Vorstufe (Provitamin) für eine Reihe von Hormonen, die den Kalzium-

haushalt wesentlich mitbestimmen. Der menschliche Organismus kann dieses Provitamin 

selbst aus Cholesterin herstellen. Voraussetzung dafür ist aber eine ausreichende Be-

strahlung der Haut mit UV-Licht. Ist diese nicht gegeben, muss Vitamin D über die Nah-

rung bzw. ergänzende Präparate aufgenommen werden. 

Im Blut wird Vitamin D an ein Eiweiß gebunden und transportiert. In der Leber wird es in 

25-Hydroxy-Vitamin D umgewandelt. Sinkt der Kalziumspiegel im Blut, sorgt das Pa-
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rathormon dafür, dass 25-Hydroxy-Vitamin D in der Niere zu dem wesentlich aktiveren 

Vitamin D3 umgewandelt wird. Vitamin D3 bewirkt, dass Kalzium aus den Knochen freige-

setzt und im Darm vermehrt aufgenommen wird. Dadurch wird die Kalziumkonzentration  

im Blut weitgehend konstant gehalten. Weiterhin vermindert Vitamin D3 die Ausschüttung 

von Parathormon (Schmidt und Thews (1995)). 

2.1.1.4 Wachstumsfaktoren des Knochens 

Neben den bereits beschriebenen zentral wirkenden Substanzen (PTH, Kalzitonin, Vitamin 

D) gibt es zusätzlich eine Gruppe lokal wirkender Knochenwachstumsfaktoren. 

Der Einfluss der Wachstumsfaktoren ist in Osteoblasten-Kulturen und einer Vielzahl klini-

scher und experimenteller Studien untersucht worden. Lokale Applikationen der verschie-

densten Wachstumsfaktoren in Osteoblastenkulturen sowie bei Tierversuchsprojekten im 

Rahmen der Frakturheilung oder bei Knochendefekten konnten die Proliferation, die Diffe-

renzierung und die Proteinbiosynthese positiv beeinflussen. Eine Gruppe von Wachstums-

faktoren, die BMPs, bewirken eine Ausdifferenzierung von Mesenchymzellen an atypi-

schen Stellen, d.h. an Orten, wo kein Knochen vorhanden ist, zu Osteoblasten. 

Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, die von bestimmten Gewebetypen synthetisiert 

werden und dort als lokale Wachstumsregulatoren die Zellfunktion beeinflussen (siehe 

Tabelle 1). Die meisten Faktoren sind hochmolekulare Vorstufen, die erst durch Proteolyse 

in ihre aktiven Bausteine zerlegt werden. 

Die lokalen Wachstumsfaktoren lassen sich in zwei Gruppen unterteilen. Zum einen sind 

dies osteoinduktive und zum anderen osteostimulative Wachstumsfaktoren. Die einzigen 

bis heute bekannten osteoinduktiven Wachstumsfaktoren sind die „Bone Morphogenetic 

Proteins“ (BMPs) (Wang et al. (1990)). Bei den BMPs handelt es sich um eine Gruppe von 

mehreren verschiedenen Wachstumsfaktoren, welche zusammen mit dem TGF 1 und 

dem TGF 2 zu der Gruppe der „Transforming Growth Factors“ gehören. Die TGFs       

nehmen eine Schlüsselrolle in der Regulation des Knochenwachstums ein (Kuebler und 

Urist (1993), Sandberg et al. (1993)). 

Als Wachstumsfaktoren mit osteostimulativer Potenz sind der basic Fibroblast Growth 

Factor(bFGF), der acid Fibroblast Growth Factor (aFGF), der Insuline Growth Factor 
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(IGF), der Plateled-derived Growth Factor (PDGF) und der Vascular Endothelial Growth 

Factor (VEGF) zu nennen. Die mitogene Potenz dieser Wachstumsfaktoren ist in ver-

schiedenen Studien nachgewiesen worden (Aspenberg et al. (1989), Canalis et al. (1988), 

Harada et al. (1994)). 
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Tabelle 1: Wachstumsfaktoren und Knochenbruchheilung (Solheim et al. (1998)) 

Heilungsstadium Wachstumsfaktor Ursprung, Lokalisation und Verhalten 
BMP2/4 Gefunden in Mesenchymzellen in Fraktur angren-

zenden Hämatom- und Periostbezirken. BMP-4 
mRNA findet man in „osteoprogenitor Zellen“ des 
proliferierenden Periosts, dem Knochenmark und 
frakturnahen Muskelzellen 

TGF-  Ausgeschüttet von Blutplättchen und Entzündungs-
zellen ins Frakturhämatom. 
Fördert Proliferation der Mesenchymzellen im an-
grenzenden Periost 

PDGF Ausgeschüttet von Blutplättchen und Entzündungs-
zellen ins Frakturhämatom. 
Gefunden in periostnahen Makrophagen 2 Tage 
nach der Fraktur. Fördern die Proliferation der peri-
ostnahen Mesenchymzellen. 

direkte Reaktion 
auf die  
Verletzung 

aFGF,bFGF Gefunden in angrenzenden Periostzellen verbunden 
mit rapidem Anstieg der Mesenchymzellen. 

BMP2/4 
 

Gefunden in Osteoblasten des neuen Geflechtkno-
chens 6 Tage nach der Fraktur. 

TGF-  Gefunden in proliferierenden Mesenchymzellen, in 
„bone lining cells“, und in der Knochenmatrix. 

intramembranöse 
„bone formation“ 

PDGF Ausgeschüttet von Blutplättchen. Förderung der 
intramembranösen Knochenneubildung. 

BMP2/4 Knorpel-Vorläuferzellen färben sich stark an kurz 
bevor sie in unreife Knorpelzellen übergehen. 

TGF-  Gefunden in Mesenchymzellen, in unausgewachse-
nen Knorpelzellen und in reifen Knorpelzellen. 

IGF1 Gefunden in unausgewachsenen Chondroblasten am 
Rande von Knorpelanhäufungen bei der Kollagenbil-
dung. 

Chondrogenese 

aFGF Gebildet von Knorpelzellen, ihren Vorläuferzellen und 
von Makrophagen. Fördert Chondrozyten Proliferati-
on und hat wahrscheinlich Einflüsse auf die Chon-
drozytenreifung. 

BMP2/4 Intensive Anfärbung der Osteoblasten, welche die 
kalzifizierte knorpelige Matrix auskleiden. 

TGF-  Gefunden in der die hypertrophen Chondrozyten 
umgebenden Matrix 

TGF-  Gefunden in Chondrozyten am Rand der Verknöche-
rungszone. 

Enchondrale 
Ossifikation 

bFGF Gebildet von Chondrozyten und wichtig bei der en-
chondralen Ossifikation.  
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BMP 
1979 konnten Urist und Mitarbeiter zum ersten Mal einen Extrakt osteoinduktiver 

Glykoproteine aus Knochengewebe isolieren. Sie nannten diese Substanzen „ bone 

morphogenetic proteins“. BMPs sind in der Lage, die Bildung von ektopem Knorpel- und 

Knochengewebe zu induzieren, wenn man sie subkutan oder intramuskulär appliziert. Da 

man BMPs in vielen unterschiedlichen Gewebetypen nachgewiesen hat, so z.B. im Gehirn 

(BMP6), in der Placenta (BMP7), in den Nieren (BMP3,4 und 7), in der Lunge (BMP3,4,5 

und 6), im Dünndarm (BMP3 und 7) im Herz (BMP2,4,6 und 7), in den Extremitä-

tenknospen (BMP2,4,5 und 7) sowie in den Zähnen (BMP3,4 und 7), liegt die Vermutung 

nahe, daß BMPs noch andere Aufgaben bei Wachstum und Differenzierung besitzen, als 

nur die der Knocheninduktion. 

Insgesamt konnten 16 unterschiedliche BMPs isoliert werden (Wozney et al. (2002)). Bis 

auf BMP1 sind alle BMPs Teile der TGF-  Superfamilie. BMP2 und BMP4 sind unterein-

ander zu 86% identisch und zu 33-35% identisch mit TGF- . BMP5, BMP6, BMP7 und 

BMP8 bilden eine andere Untergruppe, sie sind untereinander zu 73-83% identisch und 

mit TGF-  zu 33-37%. BMP3 und BMP3b bilden eine eigene Untergruppe, ebenso BMP9 

und BMP10, BMP12,13 und 14 und schließlich BMP11. 

BMPs sind 30-38 kDa Homodimere und, obwohl dies die Standardform zu sein scheint, 

gibt es natürlicherweise auch Heterodimere mit identischer, wenn nicht sogar gesteigerter 

Bioaktivität. BMPs haben eine Länge zwischen 100 und 140 Aminosäuren. Sie sind so-

wohl innerhalb einer Spezies, als auch bei verschiedenen Spezies untereinander sehr 

ähnlich, so sind z.B. humanes, murines und ratines BMP2 zu 100% identisch. 

BMPs haben vielfältige Aufgabe während der Embryogenese und im adulten Organismus. 

Die BMPs spielen eine bedeutende Rolle bei der extraskeletalen und skeletalen 

Organogenese, sowie bei der Entstehung und Regeneration von Knochengewebe. Vor 

allem BMP2 und 4 werden bei der enchondralen Ossifikation während der postnatalen 

Knochenformation und der Frakturheilung gefunden (Riley et al. (1996)). BMP-Rezeptoren 

konnten identifiziert werden (Paralkar et al. (1991)), und es konnte die Expression dieses 

Rezeptors bei der Entstehung von Knochenmaterial in der Embryonalentwicklung und bei 

dem Vorgang der Frakturheilung demonstriert werden (Ishidou et al. (1995)). 
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Bindungsstellen für die Gruppe der BMPs konnten nicht nur auf Osteoblasten, sondern auf 

einer Vielzahl anderer Zellen, unter anderem auch auf Tumorzellen ausfindig gemacht 

werden (Iwasaki et al. (1995)). In Tabelle 1 ist der Einfluss von BMPs (Bostrom et al. 

(1995), Nakase et al. (1994)) sowie anderer Wachstumsfaktoren auf die Frakturheilung 

beschrieben. Als Hauptverursacher dieser Knochenneubildung wurden bisher neun 

verschiedene BMPs identifiziert. BMPs können für den klinischen Gebrauch entweder 

rekombinant hergestellt werden oder durch Extraktion aus Knochen gewonnen werden. 

Hierbei wird meist ein Gemisch verschiedener Proteine gewonnen, die Zusammensetzung 

ist nicht eindeutig definiert. Demineralisierte Knochenmatrix ist ein Beispiel für eine solche 

Mischung verschiedener osteoinduktiver Proteine. Aus Knochen gewonnenes BMP muss 

nachfolgend sterilisiert werden, was die Wirksamkeit des BMP herabsetzt (Ijiri et al. 

(1994)). Die osteoinduktive Potenz verschiedener BMPs, vor allem BMP2 und BMP7 

wurde in zahlreichen Tierversuchen nachgewiesen, hierbei waren deutlich höhere Mengen 

BMP notwendig als physiologisch im Knochen vorkommend. Auch im humanen System 

wurde die Wirksamkeit der BMPs mittlerweile nachgewiesen (Johnson et al. (1990)). Von 

einigen Wachstumsfaktoren, z.B. basischer Fibroblasten-Faktor (bFGF), Insulin-like 

Growth Factor (IGF) oder Platelet-derived Growth Factor (PDGF) ist bekannt, dass sie die 

osteoinduktive Wirkung von BMP verstärken bzw. allein osteostimulierend wirken 

(Kawaguchi et al. (1994)). Voraussetzung für eine Wirksamkeit osteoinduktiver/-

stimulierender Substanzen ist die Anwesenheit von Zielzellen (Vorläuferzellen für BMP, 

Osteoblasten und –zyten für stimulierende Faktoren). Durch Zugabe von Blut, 

Knochenmark oder zerkleinerter Spongiosa zum Transplantat wird die Ausbreitung vitalen 

Knochengewebes beschleunigt. 

TGF-  
Zurzeit sind fünf verschiedene TGFs-  bekannt, die TGFs-  1-5 genannt werden, wobei 

TGF- 4 und TGF- 5 bisher nur bei Nichtsäugetieren nachgewiesen wurden. Die TGFs- 

1-3 besitzen jeweils 112 Aminosäuren. 

Die verschiedenen TGFs-  sind, sowohl innerhalb einer Spezies als auch beim Vergleich 

verschiedener Spezies, untereinander sehr ähnlich. Humaner TGF- 2 ist zu 71% identisch 

mit humanem TGF- 1, humaner TGF- 1 ist zu 99% identisch mit murinem, während hu-
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maner TGF- 2 zu 97% mit murinem TGF- 2 identisch ist. TGF- 3 ist zu 76% identisch mit 

TGF- 1 und zu 80% mit TGF- 2. 

Die TGF- -Rezeptoren 1-3 findet man auf vielen unterschiedlichen Zelltypen, so auch auf 

Zellen des Skelettsystems. Der Typ 1 TGF-  Rezeptor scheint nur TGF-  binden zu kön-

nen, wenn er neben einem Typ 2 TGF-  Rezeptor liegt, TGF-  bindet dann zunächst an 

den Typ 2 TGF-  Rezeptor und veranlasst damit den Typ 1 TGF-  Rezeptor mit ihm in 

Verbindung zu treten. Der Typ 3 TGF-  Rezeptor bindet TGF- 1 und TGF- 2 mit der glei-

chen Affinität, möglicherweise bindet TGF-  erst an den Typ 3 TGF-  Rezeptor, der dann 

den TGF-  dem Typ 2 TGF-  Rezeptor präsentiert. Eine lösliche Form des Typ 3 TGF-  

Rezeptors wurde im Serum gefunden und fungiert damit vielleicht als TGF-  Bindungspro-

tein. TGF- 1 und TGF- 2 sind in der Lage das Heterodimer  TGF- 1.2 zu bilden (Rosen et 

al. (1995)). 

TGF-  wird von Osteoblasten produziert und in der Knochenmatrix gespeichert. Der Kno-

chen ist somit der größte Speicherplatz von TGF-  im menschlichen Körper (Bonewald et 

al. (1990)). Osteoblasten besitzen außerdem die größte Anzahl an TGF-  Rezeptoren. 

TGF-  spielt eine Rolle bei der Embryonalentwicklung, bei der normalen Zellphysiologie, 

bei Entzündungsprozessen und bei der Wundheilung. TGF-ß wurde im Periost in einem 

sehr frühen Stadium der Frakturheilung bei tierexperimentellen Knochenbruchstudien (Bo-

lander et al. (1992)), sowie bei Knochenfrakturen des Menschen gefunden (Andrew et al. 

(1993)). TGF-ß fördert die Proliferation von mesenchymalen Zellen und von Osteoblasten 

bei Knochenfrakturen genauso, wie bei experimentellen Knochendefekten (Beck et al. 

(1993)).Die Expression von TGF- 1 und 2 während der Frakturheilung ist in den letzten 

Jahren eingehend untersucht worden (Steinbrech et al. (2000)). 

Subperiostale Injektionen von TGF-  am Femur von neugeborenen Ratten lösten eine en-

chondrale Ossifikation an der Injektionsstelle aus. Joyce et al. schlossen daraus, daß me-

senchymale Stammzellen von TGF-  zu Proliferation und Differenzierung veranlasst wer-

den (Joyce et al. (1990)). Mit TGF-  beschichtete Implantate beschleunigen sowohl im 

belasteten als auch im unbelasteten Frakturmodell die Knochenformation beim Hund (Lind 

et al. (1998)). 
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FGF 
Es handelt sich bei den Substanzen um eine Gruppe von mittlerweile neun verschiedenen 

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren, welche in ihren Aminosäurensequenzen zu über 50% 

übereinstimmen (Baird und Klagsbrunn (1991), Gospodarowicz et al. (1987)). Die FGFs 

können in zwei Gruppen unterteilt werden. Zum einen acid FGF (aFGF) und bascic FGF 

(bFGF), also saurer  und basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor, als nicht-

transformierende Wachstumsfaktoren und zum anderen FGF3-FGF9, welche in normalem 

Gewebe nicht vorkommen und proto-onkogene Eigenschaften besitzen (Baird und Böhlen 

(1991), Folkmann und Shing (1992)). Baird und Böhlen (1991) zeigten, dass die 

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren in vielen Körpergeweben, wie z.B. Gehirn, Nebennieren, 

Ovarien, Hoden, Schilddrüse u.a., nachgewiesen werden können.  

Die FGFs stimulieren das Zellwachstum und haben mitogene Effekte auf Zellen (Burgess 

und Maciag (1989)). Zusätzlich sind die FGFs in der Lage, die Zellmigration, die Angioge-

nese bzw. das Gefäßwachstum (Folkmann und Klagsbrunn (1987)), die Wundheilung (Da-

vidson et al. (1985)), die Differenzierung (Eckenstein et al. (1994)) und die Morphogenese 

von Zellen (Dono und Zeller (1994)) zu stimulieren. 

Die beiden einzigen im Knochen bzw. in der Knochenmatrix nachgewiesenen FGFs sind 

saurer FGF (aFGF) und basischer FGF (bFGF) (Hauschka et al. (1986)), wobei jedoch die 

Konzentration des bFGF im Knochen 10-fach höher als die des aFGF ist (Seyedin et al. 

(1985)). Globus et al. fanden 1988 und 1989 heraus, dass bFGF von Osteoblasten produ-

ziert und in der extrazellulären Matrix des Knochens gespeichert wird. 

Das bFGF setzt sich aus 146 Aminosäuren (Molekulargewicht 16,5 kDa) zusammen. Es 

wird nach der Ruptur der Zellmembran, dem Zelltod oder nach übermäßiger Erhitzung 

freigesetzt bzw. vermehrt produziert. Es wirkt proliferativ auf Osteoblasten, Fibroblasten 

und differenzierte Chondrozyten und stimuliert die Kollagen-Synthese (Cuevas et al. 

(1988)). 

Eine weitere Wirkung des bFGF ist die Stimulation von Osteoklasten bzw. von            

Osteoklastenvorläuferzellen (Hurley et al. (1998)). Hurley et al. (1992) fanden heraus, 

dass die Anzahl von osteoklastenartigen Zellen durch die 96-stündige Behandlung mit 

bFGF von 21 Tage alten Ratten zunimmt. Der direkte Vorläufer der Osteoklasten, welche 
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im Prinzip  ihren Ursprung in Vorläuferzellen der Hämatopoese haben, ist die CFU-GM 

(colony forming unit-for granulocytes and macrophages). Diese CFU-GM wird in Zellkultu-

ren von humanem Knochenmark durch bFGF stimuliert (Gabrilove et al. (1994)). Eine wei-

tere Möglichkeit, wie bFGF die Osteoklasten stimuliert, geht auf den Ursprung der Kno-

chenzellen zurück. Vorläuferzellen von Osteoblasten, Chondroblasten, Fibroblasten und 

anderen Zellen sind die multipotenten mesenchymalen Zellen, sog. Stromazellen. Für die 

Differenzierung von Osteoklasten müssen deren Vorläuferzellen Kontakt zu Osteoblasten 

oder Stromazellen haben. Auf diese Zelle wirkt bFGF wiederum mitogen. Fasst man alle 

Eigenschaften des bFGF zusammen, so ist festzuhalten, dass das bFGF unter physiologi-

schen Bedingungen eine wichtige Rolle im Prozeß des sog. „bone remodelings“, also dem 

physiologischen Auf- und Abbau von Knochen einzunehmen scheint (Globus et al. 

(1988)). Die in vivo Untersuchungen (Tierversuche) bestätigten die in vitro bereits heraus-

gefundenen Wirkungen des bFGF. 

Weiss et al. (1995) zeigten, dass das bFGF die Osteogenese und Angiogenese in vasku-

larisierten Knochentransplantaten steigert. Es erhöht außerdem den Kalziumgehalt von 

Implantaten aus demineralisierter Knochenmatrix, also die Mineralisierung von nicht mine-

ralisierter Knochenmatrix (Aspenberg et al. (1989)). Eine bedeutende Rolle spielt das FGF 

auch bei der Frakturheilung, wie in Versuchen an Ratten gezeigt werden konnte, in denen 

das aFGF die Heilung der Frakturen wesentlich beschleunigen konnte (Jingushi et al. 

(1990)). Durch Versuche an normalen und diabetischen Ratten konnte gezeigt werden, 

dass das bFGF sowohl die Kallusbildung, als auch die Freisetzung weiterer Wachstums-

faktoren z.B. TGF-  fördert (Kawaguchi et al. (1994)). 

2.1.1.5 Mineralisation 

Die für die Knochenfunktion notwendige Festigkeit wird dem Stützgewebe durch die Einla-

gerung von Kalziumphoshat in Form des Hydroxylapatit (Ca5[PO4]3OH) verliehen. Mehr als 

99 % des Kalziums des menschlichen Organismus findet man in den Knochen. Zusätzlich 

sind folgende Substanzen in die Knochenmatrix eingelagert: Natrium, Magnesium, Kalium, 

Carbonat, Citrat und Lactat. 

Glykoproteine, wie Osteonectin und „bone sialoprotein“, die sich in der Osteoidmatrix be-

finden, binden über die Hydroxylapatit-Bindungsregion den anorganischen Teil der Kno-



Grundlagen 
 

  23

chenmatrix an das Osteoid (Termine et al. (1981)). Diese stark ý-glutaminsäurereichen 

Regionen ermöglichen lokal hohe Kalziumkonzentrationen und werden somit als Kristalli-

sationszentren bezeichnet. 

Der Vorgang des Knochenabbaus wird durch die Osteoklasten gesteuert. Nach Kontakt 

mit der mineralisierten Knochenmatrix lösen sie lokal oder nach Phagozytose           

Hydroxylapatitkristalle mit Hilfe der in ihnen in hoher Dosis vorhandenen sauren Phospha-

tase  heraus und degradieren die Osteoidmatrix durch lysosomale Enzyme. Eine ent-

scheidende Bedeutung in der Knochenresorption hat das Osteopontin. Dieses Protein, das 

von Osteoklasten synthetisiert wird, vermittelt die Bindung der Osteoklasten an die minera-

lisierte Knochenmatrix. Hauptsächlich wird der Ablauf des Mineralstoffwechsels durch 

spezifische Glykoproteine gesteuert. Anabole Prozesse erfordern erhöhte Konzentrationen 

von Osteonectin, „bone sialoprotein“ und alkalischer Phosphatase, katabole Zustände eine 

gesteigerte Produktion von Osteopontin und Osteocalcin, das mit Hilfe seiner Kalziumio-

nen bindenden drei benachbarten ý-Glutaminsäuregruppen die Kristallisation von 

Hydroxylapatit hemmen kann (Urist et al. (1983)). Die Regelung des interossären 

Mineralstoffwechsels erfolgt durch Stimulation und Inhibition ihrer Synthese. 

2.1.2. Ossifikationsformen 

Die Knochenentwicklung gliedert sich in: 

• desmale Ossifikation (direkte Knochenbildung) und 

• chondrale Ossifikation (indirekte Knochenbildung) 

2.1.2.1 Desmale Ossifikation 

Bei der desmalen Ossifikation, auch als direkte Knochenbildung bezeichnet, geht der Kno-

chen direkt aus dem Mesenchym hervor. Es entsteht ein Bindegewebsknochen. Die des-

male Ossifikation ist z.B. bei der perichondralen Knochenmanschettenbildung aller Röh-

renknochen zu finden. 

Eine Vermehrung von Mesenchymzellen in umschriebenen Gebieten des embryonalen 

Bindegewebes leitet die desmale Ossifikation ein. Als nächstes beginnen diese Zellen, die 

jetzt als Osteoblasten bezeichnet werden, mit der Kollagenbildung und Osteoidsynthese. 

Durch Abscheiden dieser Substanzen in ihrer Umgebung mauern sich diese Zellen ein. 
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Die Kollagenfasern sind in ihrer Anordnung eher zufällig und ungeordnet. Zeitgleich zu 

diesem Vorgang kommt es zur Mineralisation der Matrix, indem Kalziumphosphatnieder-

schläge entstehen. Die Zellen in der sich bildenden Knochensubstanz stehen alle mitein-

ander in Verbindung. Diese Art von Knochen bezeichnet man als Geflechtknochen. Aus-

gang der desmalen Ossifikation sind „primäre Ossifikationszentren“, welche nach und 

nach miteinander verschmelzen (Junqueira und Carneiro (1991)). 

2.1.2.2 Chondrale Ossifikation 

Es gibt zwei verschiedene Mechanismen, die knorpelig vorgebildete Knochenanlage zu 

ersetzen. Die perichondrale Ossifikation findet man in der Schaftmitte von langen Röhren-

knochen. Die enchondrale Ossifikation trifft man bei den kurzen knorpeligen Knochenan-

lagen im Bereich der Epiphysen und an den Enden der langen Röhrenknochen an. 

Bei der perichondralen Ossifikation verläuft der Knochenaufbau um den knorpeligen 

Schaft nach demselben Prinzip wie bei der desmalen Knochenbildung. Auf den Knorpel 

wird eine dünne Schicht von Faserknochen aufgelagert. Das Wachstum in die Breite er-

folgt durch die Anlagerung von weiteren Knochenfaserbälkchen, bis sich ein locker struktu-

rierter Schaft gebildet hat. Später werden die unter der Knochmanschette gelegenen 

Knorpelzellen durch Knochenmark ersetzt. 

Bei der enchondralen Ossifikation kommt es zur Mineralisation der Grundsubstanz im In-

neren, gefolgt von einem Einsprossen der Gefäße in diese Zonen. Die Knorpelzellen teilen 

sich und ordnen sich in Richtung der Längsachse der Epiphyse zu Zellsäulen, dem soge-

nannten Säulenknorpel an. Im weiteren Verlauf werden die Zellen großblasig (Blasenknor-

pel), danach eröffnet und aufgelöst. Nun kommt es zur Einsprossung von Kapillaren in die 

vorhandenen Knorpelsepten. Als nächstes modellieren Chondroklasten aus den verkalk-

ten Knorpelsepten das Gerüst für die Bildung der Primären Spongiosa. 

Während der Wachstumsphase wird immer mehr Knorpel durch Knochen ersetzt. Zwi-

schen den verknöcherten Epiphysen und dem verknöcherten Schaft bleibt bis zum Ende 

des Wachstums die Epiphysenfuge zurück. Bei der Auflagerung von lamellärem Knochen 

auf mineralisierte Knorpelsepten entsteht Spongiosa. Am Rande der Epiphysenfuge gele-

gene Anteile sind später im zukünftigen Kortikalisbereich anzutreffen. Im Bereich der spä-
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teren Markscheide verschwinden die verkalkten Knorpelsepten komplett (Benninghoff et 

al. (1994)). 

2.1.3. Pathophysiologie der Fraktur und Frakturheilung 

Der wichtigste, aber auch komplexeste Reparationsvorgang am Bewegungsapparat ist die 

knöcherne Wiedervereinigung zweier voneinander getrennter Knochenteile. 

Die natürliche Knochenbruchheilung erfolgt durch primären Aufbau eines Frakturkallus. 

Seine Bildung basiert auf ähnlichen Mechanismen wie die embryonale Knochenbildung 

und die chondrale Ossifikation beim epiphysären Längenwachstum. 

Die histologische Entwicklung des Frakturkallus beinhaltet folgende Teilschritte (Debrun-

ner (1993)): 

1. Organisation des Frakturhämatoms durch einwachsendes Granulationsgewebe. 

Osteogenetische Gewebe aus der Umgebung der Fraktur sind an der Kallusbil-

dung beteiligt (Periost, Endost, Zellen aus dem Knochen, Gefäße). 

2. Im Frakturspalt entsteht vorerst ein Knorpelkallus (Faserknorpel und Bindegewe-

be). 

3. Zur gleichen Zeit entsteht periostal und endostal in Anlehnung an die Fragment-

enden, jedoch in einiger Distanz vom Frakturspalt, ein Knochenkallus (Faserkno-

chen). 

4. Die knöcherne Überbrückung der Fraktur ist unter mechanisch instabilen Bedin-

gungen nur über den Umweg des Knorpelkallus möglich. Dieser wird schrittweise 

mineralisiert und durch einsprossende Gefäße und begleitende Chondroblasten 

aufgebrochen. Nachfolgende Osteoblasten lagern an die Kalkknorpelreste das 

erste Faserknochengerüst an. Der Vorgang entspricht also ziemlich genau der 

chondralen Ossifikation an den Epiphysenfugen. Als Voraussetzung für die Ossifi-

kation muß eine Eigenstabilität des Knorpelkallus bestehen, welche erst das Ein-

dringen der Gefäße und die Mineralisation ermöglicht. 

5. Parallel zu diesen Umbauvorgängen kommt es in den Fragmentenden zum „Ha-

versschen Knochenumbau.“ Die devitalisierten Zonen werden ersetzt. Die Osteo-

ne wachsen jetzt auch in den neugebildeten, weitmaschigen Faserknochenkallus 

ein und ersetzen diesen durch kompakten Lamellenknochen. 
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6. Der Umbau ist erst dann beendet, wenn die ursprüngliche äußere Form und inne-

re Struktur des Knochens wiederhergestellt sind. Dieser Prozeß ist meist erst nach 

Monaten bzw. Jahren beendet. Die natürliche Frakturheilung entspricht etwa einer  

Rekapitulation der embryonalen Knochenentwicklung. 

 

2.2. Knochenersatzstoffe 

2.2.1. Indikationen für Knochenersatzstoffe 

Größere Knochendefekte, wie sie zum Beispiel bei komplexen Frakturen, Zysten oder 

Tumoren auftreten, können ab einer bestimmten „kritischen Größe“ nicht mehr vom Körper 

aufgefüllt werden. Diese Defekte werden heutzutage in der Regel durch die autologe 

Spongiosaplastik, mit allogenem Spenderknochen oder mit Knochenersatzmaterialien auf-

gefüllt. 

Mit der Auffüllung eines Knochendefektes sollen zwei Ziele erreicht werden: 

Primär soll die Kontinuität des Knochens wiederhergestellt werden. Der Knochen sollte 

mechanisch belastbar sein, wenn nötig unter Verwendung von Knochenersatzmaterialien.  

Sekundär ist zu fordern, dass der Ersatzstoff abgebaut und durch belastungsadäquat ge-

bildeten körpereigenen Knochen ersetzt wird. Dieser Knochen soll erneut dem physiologi-

schen Remodeling unterliegen. Ist ein Knochenersatzstoff nicht resorbierbar, so ist zu for-

dern, dass das Einwachsen des umliegenden Knochengewebes zu dauerhafter Stabilität 

führt. 

Die wichtigsten Indikationen für Knochenersatzstoffe sind (Niedhart und Niethard(1999)): 

• Frakturen 

• Zysten 

• Arthrodesen 

• Fusionen der Wirbelsäule 

• Endoprothesen-Wechsel 
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Zur Behandlung knöcherner Defekte des menschlichen Skeletts stehen zurzeit fol-

gende Methoden zur Verfügung: 

• Auffüllung mit autogenem Knochen 

• Auffüllung mit allogenem Knochen 

• Segmenttransport, Knochentransfer mit mikrovaskulärem Anschluß des autoge-

nen Transplantates bzw. allogenen Implantates, Knochentransposition (nur paari-

ge Knochen; in der Regel: Unterschenkel, vereinzelt Unterarm) und primäre Ver-

kürzung 

• Knochenersatzmaterialien 

Diese Methoden werden mit sehr unterschiedlicher Häufigkeit, in Abhängigkeit von diffe-

renten Indikationen, eingesetzt und können grundsätzlich auch kombiniert angewendet 

werden. 

Im Folgenden wird kurz auf die Vor- bzw. Nachteile einiger Punkte eingegangen. 

 
Auffüllung mit autogenem Knochen 
Autogener, das heißt demselben Individuum zugehöriger Knochen, stellt zum heutigen 

Zeitpunkt immer noch den sogenannten „Goldstandard“ der Defektauffüllung dar. Er hat 

den Vorteil, daß er in den umgebenden Knochen integriert und somit die ursprüngliche 

Stabilität des Knochens wieder erreicht wird (Niedhart und Niethard (1999)). Diese Metho-

de der Knochendefektfüllung ist aber keinesfalls als optimal zu bezeichnen. Die Gewin-

nung, Transplantation und das Einwachsen des Knochens ist mit zahlreichen möglichen 

Komplikationen behaftet (Niedhart et al. (2003)). Folgende Komplikationen können sich für 

den Patienten ergeben: 

• Infektion und Schmerzen 

• Ausbildung eines postoperativen Hämatoms 

• Lokale Nervenschäden an der Knochenentnahmestelle 

• Mechanische Schwächung am Explantationsort, welche zu einer Fraktur an der 

Knochenentnahmestelle führen kann 

• Erschöpfung der Spongiosa an der Entnahmestelle 
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Die Komplikationsrate ist mit bis zu 10% relativ hoch (Younger und Chapman (1989)). 

Grundsätzlich führt die autogene Knochengewinnung zu einer deutlichen Verlängerung 

der OP-Zeit (Explantation und Transplantation der Knochenspongiosa). Durch den zusätz-

lichen Eingriff werden neue Kosten verursacht. Letztlich muß bei diesem Verfahren natür-

lich mit Therapieversagern gerechnet werden, d.h. daß das Transplantat partiell oder als 

Ganzes nicht anwächst (Rueger et al. (1996)). 

Auffüllung mit allogenem Knochen 
Durch die Verwendung von Fremdspongiosa (allogener Spongiosa) werden zuvor aufge-

führte Nachteile wie Infekt, Hämatombildung, Nervenschädigung sowie die Erschöpfung 

des Spongiosamaterials umgangen. Die Nachteile von allogenem Knochen sind jedoch, 

daß Fremdspongiosa sterilisiert werden muß, um die Übertragung von Krankheitserregern 

sowie serologische Unverträglichkeitsreaktionen zu vermeiden. Dieses Verfahren führt zu 

einer Abschwächung der osteokonduktiven Eigenschaften, bei deutlich schlechteren bio-

mechanischen Eigenschaften. Das Sterilisationsverfahren ist aufwändig und die laufenden 

Kosten einer Knochenbank sind enorm. Trotzdem wird allogenes Knochenmaterial aus 

Mangel an autologem Material verwendet. 

Knochenersatzstoffe 
Angesichts dieser Komplexitäten bemühen sich Forscher intensiv um die Entwicklung von 

Knochenersatzstoffen, die anstelle von autogenem bzw. allogenem Knochen in der opera-

tiven Medizin eingesetzt werden könnten. Es soll sich um Ersatzstoffe handeln, die für sol-

che Indikationen verwendet werden können, für die heutzutage autogener oder allogener 

Knochen trans- und implantiert wird (Rueger et al. (1996)). 

Es ist zu fordern, dass Knochenersatzstoffe, nach ihrer Implantation in einen knöchernen 

Defekt, die knöcherne Heilung hinsichtlich folgender Kriterien positiv beeinflussen: 

• Vollständige Defektheilung 

• Qualität des neugebildeten Knochens 

• Zeitraum, in der diese Neuformation stattfindet 

 

Das Ziel dieser Bemühungen soll sein, am Implantationsort einen reifen Knochen  anzu-

treffen, der osteonal und trajektoriell aufgebaut, mechanisch belastbar ist und dem physio-
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logischen „remodeling“ unterworfen ist (Ripamonti et al. (1991)).Es sollte also eine “Resti-

tutio ad Integrum“ stattgefunden haben, das heißt, der neugebildete Knochen sollte dem 

ursprünglich vorhandenem Knochen entsprechen. 

2.2.2. Klinische Anforderungen an Knochenersatzstoffe 

Die limitierenden Faktoren des „ Goldstandards “ haben zu einer verstärkten Suche nach 

dem „ idealen Knochenersatzstoff “ geführt. Dieser Stoff sollte einer Reihe von Anforde-

rungen genügen (siehe Abbildung 3). 

Abbildung 3: Anforderungen an Knochenersatzstoffe (Niedhart und Niethard(1999)) 

 

Er sollte bioaktiv und biokompatibel sein. Der in den Körper implantierte Stoff darf weder 

toxisch, immunogen oder kanzerogen sein. Es ist zu fordern, dass dieses Material mit dem 

Körper in Interaktion tritt. Als Endergebnis sollte eine Verbundosteogenese mit direktem 

Knocheneinwuchs ohne Bindegewebsschicht stehen. Die gesuchte Substanz sollte nach 

Möglichkeit sowohl osteokonduktiv als auch osteoinduktiv oder –stimulierend sein. 

Osteokonduktion: Unter Osteokonduktion versteht man die Fähigkeit, das Einwachsen 

von Kapillaren, perivaskulärem Gewebe und Knochenzellen zu erleichtern (Leitschienen-

effekt). Osteokonduktion ist zum Beispiel durch ein interkonnektierendes Porensystem zu 

erreichen (z.B. bei Kalziumphosphatkeramiken). Bei Abbau und Ersatz durch körpereige-

nen Knochen spricht man von Substitution. 
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Osteoinduktion: Die Umwandlung noch nicht differenzierter mesenchymaler Vorläuferzel-

len in Osteoprogenitorzellen, der eine enchondrale Ossifikation folgt, bezeichnet man als 

Osteoinduktion. Osteoinduktion kann orthotop, d.h. im Knochenlager und heterotop, z.B. 

im Fett- oder Muskelgewebe erfolgen. 

Osteostimulation: Der Begriff Osteostimulation kennzeichnet eine Anregung des Kno-

chenstoffwechsels über eine Aktivierung von schon differenzierten Knochenzellen.  

Der Knochendefekt sollte nach seiner Auffüllung stabil und möglichst schnell voll belastbar 

sein. Ermüdungsfrakturen sollten nach Möglichkeit nicht in Erscheinung treten. Die Biome-

chanik sollte dem normalen Knochen relativ nahe kommen.  

Das verwendete Material sollte resorbierbar sein und im Laufe der Zeit durch körpereige-

nen Knochen ersetzt werden, der dem physiologischen Remodeling unterliegt. Ist der 

Fremdstoff nicht resorbierbar, so muß eine ausreichende Stabilität des Knochens gewähr-

leistet sein. Das Knochenersatzmaterial muß sterilisierbar sein, damit die Risiken mögli-

cher Infektionen minimiert werden können. Die gewünschte Substanz sollte leicht zu syn-

thetisieren und  verarbeiten sein und in ausreichender Menge zur Verfügung stehen. 

Bisher konnte noch kein Werkstoff entwickelt werden, der allen diesen Kriterien genügt. 

Der Großteil der bekannten Werkstoffe ist durch eine gute Osteokonduktivität bei oft un-

terschiedlicher Stabilität gekennzeichnet. Die meisten Erfahrungen liegen bisher mit kera-

mischen Werkstoffen vor. Bei den bisher bekannten und im klinischen Einsatz verwende-

ten Materialien stehen sich Stabilität auf der einen und Osteokonduktivität/ Resorbierbar-

keit auf der anderen Seite gegenüber.  

2.2.3. Synthetische Knochenersatzstoffe 

Folgende Gruppen von Knochenersatzstoffen finden Verwendung: 

• Biogläser 

• Kalziumposphatkeramiken 

• hydrothermal umgewandelte Korallen und 

• bovine Sinterprodukte 
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Biogläser 
Biogläser bestehen aus Silikon-Phosphat-Ketten, die über ionische Bindungen an CaO, 

CaF2, P2O5, Na2O, K2O, ZnO, Al2O3, TiO2, CuO und NiO Verbindungen gebunden sind. 

Zusätzlich besitzen diese Materialien die Fähigkeit, Ionenbindungen mit dem sie umge-

benden physiologische Milieu einzugehen (Zaffe et al. (1991)). Biogläser sind somit  in der 

Lage, über chemische Verbindungen in den Knochen integriert zu werden. Es sind in den 

letzen Jahren eine Reihe synthetischer Biogläser zur Überbrückung von Knochendefekten 

getestet worden. Sie sind bioaktiv und teilweise resorbierbar (Jeffrey et al. (1996)). Die 

Substanzklasse findet z.B. Anwendung als Oberflächenbeschichtung von metallischen 

Implantaten, um deren Verbindung mit vitalem Knochen ohne Zwischenschicht grenzen-

schichtlos zu ermöglichen. 

Kalziumphosphatkeramiken 
Kalziumphosphatkeramiken bestehen hauptsächlich aus Kalzium-Phosphat-Verbindungen 

unterschiedlicher Stöchiometrie. Außer den aus Knochen oder Korallen gesinterten Kalzi-

umphosphatkeramiken kommen klinisch in erster Linie synthetisches Hydroxylapatit (HA) 

und Trikalziumphosphat (TCP) zur Anwendung (Tabelle 2). Hydroxylapatit stellt die mine-

ralische Hauptkomponente des Knochens dar. Die Herstellung dieser Materialien erfolgt 

durch Pyrolyse und Sinterprozesse aus boviner Spongiosa oder Korallen. Die Werkstoffe 

sind bioaktiv und biokompatibel. Sie sind nicht osteoinduktiv, besitzen aber osteokondukti-

ve Fähigkeiten, wenn sie über ein interkonnektierendes Porensystem (100-1000 pm) ver-

fügen (Koester et al. (1976)). Hydroxylapatitkeramiken werden im Laufe der Jahre voll-

ständig von vitalem Knochen umbaut, sind aber histologisch und röntgenmorphometrisch 

nahezu unverändert im Gewebe nachzuweisen, weil sie vom körpereigenen Knochenge-

webe  schlecht resorbiert werden können. Im Laufe der Zeit entstehen Mikrofrakturen der 

Keramik mit möglichen Auswirkungen auf die Festigkeit des überbrückten Defektes. HA-

Keramiken besitzen in Abhängigkeit von ihrer Porengröße eine gute Druckfestigkeit. Die 

Belastungsstabilität ist aufgrund ihrer geringen Biege- und Torsionsbelastbarkeit niedrig. 

Trikalziumphosphat (TCP) wird gegenüber der Hydroxylapatitkeramik besser resorbiert, ist 

jedoch nur bedingt belastungsstabil. Gesinterte TCP-Keramiken werden in vivo über einen 

Zeitraum von sechs Monaten bis einigen Jahren (abhängig von Größe, Qualität und 

Implantationsort) resorbiert (Bashkar et al. (1971)). In klinischer Erprobung sind in den 
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letzten Jahren sogenannte Kalziumphosphat-Zemente. Sie liegen als Zweiphasen-

Komponenten vor, die miteinander vermischt eine zahnpastaartige Viskosität entwickeln 

(Constanz et al. (1995)). Sie können in einen Knochendefekt injiziert werden und  aushär-

ten. Sie werden im Gegensatz zum HA resorbiert und durch körpereigenen Knochen er-

setzt. 

Kalziumphosphatkeramiken werden bisher für die Auffüllung von Defekten am Becken-

kamm nach der Spongiosaentnahme, für die Behandlung von Defekten bei Patienten mit 

Enchondromen oder juvenilen Knochenzysten oder auch als Formkörper bei Spondylode-

sen und Umstellungsosteotomien verwendet. 

Als Composite, zusammen mit autogenem Knochen, finden sie Gebrauch bei Spondylo-

desen und in der Gelenkersatzchirurgie, wie z.B. beim Prothesenwechsel oder der Auffül-

lung periprothetisch bestehender Knochendefekte. 

Um ein Einheilen zu beschleunigen, können HA und TCP mit Knochenmark oder mit Blut 

vermischt werden. In primär stabilen Defekten ist das Einheilungsverhalten durchaus mit 

dem von autologen Spongiosaplastiken zu vergleichen (Buchholz et al. (1987)). 

In Tabelle 2 ist die Wirkung der HA- und TCP-Keramiken als Knochenersatz beschrieben. 

Tabelle 2: Wirkmechanismen von HA- und TCP-Keramiken als Knochenersatz (Niedhart und Niethard (1999)) 

 Röntgen Resorption Histologie Substitution 
HA verschwindet 

niemals (Aus-
nahme na-
nokristallines- 
HA) 

Nur oberflächliche 
Resorption von we-
nigen m ca. 8% 

Aktiver und vitaler 
Knochen umgibt 
HA-Blöcke oder 
HA-Granulat 

Keine Substitution, 
aber direkter Kontakt 
an der HA-Oberfläche 
und Knochen-
Einwachsen durch 
Osteokonduktion in 
die poröse Struktur 

TCP Auflösung nach 
1-2 Jahren 

Nach erster Oberflä-
chen-Resorption 
zerfällt TCP in kleine 
Partikel und wird von 
Makrophagen zer-
setzt 

Aktiver und vitaler 
Knochen umgibt 
TCP-Partikel 

Teilweise Abtransport 
durch Makrophagen. 
Danach sind neue 
Knochenformationen 
zwischen den TCP-
Partikeln nachweisbar 
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Hydrothermal umgewandelte Korallen 
Durch hydrothermale Umwandlungsprozesse ist man in der Lage, aus dem Kalziumkarbo-

natexoskelett unterschiedlicher Korallenarten Knochenersatzmittel herzustellen. Diese 

Stoffe bestehen nach ihrer chemischen Umwandlung aus reinem Hydroxylapatit (HA) bzw. 

aus einer Mischung von Hydroxylapatit und Whitlockit. Sie enthalten keinerlei organische 

Bestandteile mehr. 

Grundsätzlich bestehen keine Unterschiede zwischen aus Korallen hergestelltem  Hydro-

xylapatit und synthetischen Hydroxylapatitkeramiken. In Abhängigkeit von der Porengröße 

sind auch hydrothermal umgewandelte Korallen nur begrenzt mechanisch stabil. Der Vor-

teil koralliner Implantate ist, dass zwischen ihnen und dem eingewachsenen Knochen ein 

grenzschichtloser Kontakt entsteht. Aus Korallen hergestelltes Hydroxylapatit ist weder 

toxisch noch sind allergene Wirkungen bekannt. 

Boviner Knochen 
Dieses Knochenersatzmaterial entsteht nach Pyrolyse von Rinderknochen, bei dem alle 

organischen Bestandteile nahezu vollständig zerstört werden. Nach einer zweiten Hoch-

temperaturbehandlung entsteht eine Hydroxylapatitkeramik bzw. ein Hydroxylapatitkera-

mikanalog. Aufgrund des Erhitzungsprozesses sind die Produkte keimfrei und nicht immu-

nogen. Bei der Sinterung des Knochens kommt es zu einem Schwund der spongiösen 

Räume des bovinen Knochens (bis zu 30%) und zu einer Verdichtung dieses Ersatzmittels 

bei zunehmender Zahl der Verbindungspunkte zwischen einzelnen keramischen Partikeln 

des Ausgangsmaterials. Von großem Nachteil, bedingt durch den Herstellungsprozeß, ist, 

dass die Primärkristallgröße dieser Hydroxylapatitkeramiken die physiologischen Werte 

reifen Knochenminerals mindestens um den Faktor 100 überschreitet. Die Folge ist, dass 

die Resorption dieses Knochenersatzstoffes erheblich eingeschränkt ist. 

Grundsätzlich haben bovine Implantate unter mechanisch stabilen Verhältnissen gute 

osteokonduktive Eigenschaften. Das Einwachsverhalten in das neue Knochengewebe und 

hier insbesondere das Resorptionsverhalten sind je nach Präparations- und Aufbereitung-

verfahren des bovinen Knochens unterschiedlich (Rueger et al. (1996)). 



Grundlagen 
 

  34 

2.2.4. Pathophysiologie der Transplantateinheilung 

Wichtige Aufgaben der Knochentransplantation bestehen in der Defektauffüllung, der An-

regung der Osteogenese und der biomechanisch wirksamen Abstützung. Die vom Trans-

plantat ausgehende Knochenneubildung und die Anregung der Knochenneubildung im 

Defektbereich sind als pathophysiologische Wirkungen des Transplantates zu beobachten. 

Osteogenese 
Während einer initial osteoblastären Phase erfolgt die provisorische Verkittung des Trans-

plantates mit dem Transplantatlager durch die Osteoidbildung der oberflächennahen, mit 

dem Transplantat übertragenen Osteoblasten. Voraussetzung für die Einheilung bei 

Spongiosatransplantaten ist es, biomechanisch stabile Konstellationen herzustellen. Die 

initiale Osteoregeneration findet vorwiegend an den durch Diffusion oder Frührevaskulari-

sierung ernährten Transplantatoberflächen statt (Saur et al. (1978)). Zentral gelegene 

Transplantatareale bleiben zunächst reaktionslos. Die Bildung von neuem Knochenmate-

rial steht in enger Beziehung zu zellulär resorbierten Transplantatregionen und einge-

sprossten Gefäßkapillaren. Es kommt zu einer Umwandlung der mesenchymalen Zellen 

des einsprossenden Gewebes zu Osteoblasten. 

Transplantatrevaskularisierung 
Die biomechanische Integration der Transplantatstruktur in das Knochenlager hängt davon 

ab, inwieweit und wie schnell ernährende und induzierbares Zellmaterial führende Gefäße 

aus dem Lager in den Pflänzling eindringen können. Die Revaskularisierungsgeschwindig-

keit ist bei kompakten Kortikalistransplantaten etwa 10fach niedriger als in Spongio-

satransplantaten. Die größere osteogenetische Potenz der Spongiosa erklärt sich aus ih-

rer maschenartigen, für die Gefäße leichter erschließbaren Raumstruktur. Außer der Archi-

tektur und der Dimension des Transplantates hat auch die Vitalität einen wichtigen Ein-

fluss auf die Quantität der Gefäßeinsprossung (Schweiberer et al. (1982)). 

Devitale Transplantate werden langsamer vaskularisiert als vitale, gestielte Transplantate 

schneller als freie (Ray et al. (1972), Baadsgaard et al. (1970)). Wabig-lockere Spongio-

sagerüste sind leichter revaskularisierbar als reine Compacta, eine Mittelstellung nehmen 

corticospongiöse Transplantate ein. Zusammenfassend läßt sich sagen, dass die autologe 

Spongiosaplastik noch immer als der sogenannte „Goldstandard“ bezeichnet werden 
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kann. Spongiosa besitzt im Vergleich zu Periost oder kortikalem Knochen die größte oste-

ogenetische Potenz. Der schnelle Einbau von Spongiosa beruht auf ihrer Fähigkeit, direkte 

Verbindungen mit Kapillaren des Empfängergewebes zu bilden und die Knochenneubil-

dung zu stimulieren (Clement und Szypryt (1987)). Die Verwendung autologer Spongiosa 

verhindert die Übertragung zahlreicher Krankheiten. Autologe Spongiosa kommt den Be-

dingungen eines idealen Knochentransplantates am nächsten, wobei sie jedoch nur limi-

tiert verfügbar ist (siehe Kap. 2.2.1 und 2.2.2). 

2.2.5. Fremdspongiosa 

Die Fremdspongiosa stammt normalerweise von kältekonservierten (-30 bis -40°C) Hüft-

köpfen, die beim alloplastischen Ersatz des Hüftgelenks anfallen. Im Vergleich zur autolo-

gen Spongiosaplastik entsteht der Knochen nicht über vital transplantierte Osteoblasten. 

Die Bildung von neuem Knochenmaterial ist bei dieser Methode erheblich verlangsamt 

(Schumpelick et al. (1994)). Die immunologischen Reaktionen sind begrenzt, jedoch wird 

Fremdknochen in schlecht durchbluteten Transplantationslagern schlecht integriert. Es 

kommt nur zu einer geringen Knochenneubildung, der Knochen wird teilweise resorbiert, 

und es besteht sogar die Gefahr der Nekrosenbildung. Trotzdem ist Fremdspongiosa für 

eine Vielzahl von Anwendungsbereichen zu gebrauchen: Bei verhältnismäßig kleinen De-

fekten und günstigen Bedingungen (sauberes, gut vaskularisiertes knöchernes Spanbett) 

ist eine Spanentnahme aus dem Beckenkamm kaum gerechtfertigt. In diesem Fall ist die 

Verwendung homologer Spongiosa völlig ausreichend. Auch bei größeren Defekten kön-

nen stabile druckfeste Späne gewonnen und implantiert werden, falls ihnen lediglich me-

chanische Funktion zukommt. Bei diesen Spänen kommt es zwar nur an ihrer Oberfläche 

zu Umbauvorgängen und dem Ersatz durch körpereigenen Knochen, aber sie werden tole-

riert und eingebaut. Fremdspongiosa-Transplantate werden in sogenannten Knochenban-

ken gelagert. Die Aufbewahrung erfolgt tiefgekühlt und die Anforderungen an die Sicher-

heit sind hoch (Hepatitisviren, HIV, BSE, usw.). 

 

2.3. Hyaluronsäure 

Im Jahr 1934 isolierten Meyer und Palmer ein Polysaccharid aus einer glasartigen Rinder-

flüssigkeit und nannten es Hyaluronsäure (Meyer und Palmer (1934)). Hyaluronsäure 
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konnte im Laufe der Zeit auch aus anderen Quellen isoliert werden, wie z.B. aus Bindege-

webe, Synovialflüssigkeit, Haut und der Nabelschnur. Hyaluronsäure kann auf natürlichem 

Wege durch lysosomale Hyaluronidase zerlegt werden. 1942 demonstrierte Duran-

Reynals die Aktivität der Hyaluronidase zum ersten Mal in Hodenextrakten und bezeichne-

te es als einen „spreading factor“ (Duran-Reynals et al. (1942)).Die chemische Struktur der 

Hyaluronsäure setzt sich aus alternierenden D-Glucuronsäure- und N-Acetyl-D-

Glucosamin-Resten zusammen (siehe Abbildung 4). Sie spielt eine lebenswichtige Rolle 

bei verschiedenen biologischen Prozessen wie z.B. Wasseranlagerung im Gewebe, Orga-

nisation von Proteoglykanen, Zelldifferenzierung und der Angiogenese. 



Grundlagen 
 

  37

Abbildung 4 Polymere Hyaluronsäure-Komplexe und ihr Baustein das Disaccharid 

 

2.3.1. Chemische Zusammensetzung der Hyaluronsäure (Ha) 

Hyaluronsäure ist eine Substanz aus der Gruppe der Polysaccharide, welche typischer-

weise im Bindegewebe von Vertebraten gefunden wird. Formell ist sie der Gruppe der 

sauren Mucopolysaccharide zuzuordnen, sie werden aber als Glykosaminglykane be-

zeichnet (siehe Tabelle 3) (Balazs et al. (1986)). Glykosaminglykane sind unverzweigte, 

einsträngige Polymere, die sich aus Disaccharideinheiten zusammensetzen. Die erste 
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Einheit enthält N-Acetylhexosamin und Hexose. Der zweite Zucker besteht in der Regel 

aus Hexuronsäure, die jedoch statt Keratansulphat den Zucker Galaktose enthält. Glyko-

saminglykane weisen eine Vielzahl von Eigenschaften auf. Sie besitzen Sulphatgruppen 

und ihre Polysaccharidketten sind relativ kurz (< 50 kDa, normalerweise 15-20 kDa). Ihre 

Synthese findet im endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat statt. Sie sind zu-

sammen mit anderen Sacchariden in Peptid-Hüllen eingebettet. Unterschiedliche Arten 

von sulphatierten Glykosaminglykanen können einer fertiggestellten Peptidhülle angeglie-

dert werden. Diese hinzugefügten Variationen in den Proteinen und anderen Sacchariden 

ermöglichen eine große Vielfalt der Proteoglykan Strukturen und ein erweitertes Reakti-

onspotenzial mit anderen Bausteinen der extrazellulären Matrix oder anderen Zellen. Die 

meisten Proteoglykane sind durch eine oder mehrere Bindungen mit fixen Matrixstrukturen 

oder Zellen gekoppelt und sind somit relativ immobil. 

Hyaluronsäure (Ha) unterscheidet sich stark von anderen Glykosaminglykanen. Die Pri-

märstruktur besteht aus einer Polysaccharidkette und enthält keine Peptide. Das Moleku-

largewicht (M) beträgt normalerweise mehrere Millionen (zum Vergleich: das Durch-

schnittsgewicht in normaler Synovialflüssigkeit beträgt gewöhnlich 7 x 1.000.000). Die Uni-

formität des Aufbaus grenzt die biologischen Fähigkeiten des Moleküls stark ein. Um die-

sem zu entgehen haben sich auf anderen Zelloberflächen und Gewebemolekülen soge-

nannte „binding-sites“ entwickelt, die mit der Hyaluronsäure in Beziehung treten können. 

Außer diesen Fähigkeiten verfügt das Ha-Molekül über weitere unverwechselbare Eigen-

schaften, die auf ihre außerordentliche Molekülmasse zurückzuführen sind und eine nicht 

unerhebliche Rolle im Extrazellulärraum spielen (Fraser et al. (1997)). 
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Tabelle 3: Zusammensetzung und Molekulargewicht der Glykosaminglykane (Fraser et al. (1997)) 

Name Constituent sugars Sulphate Approx. M Proteoglykans 
Hyaluronan Glucuronic acid 

Glucosamine 
- 106 - 107 - 

Chondroitin 4-(6-) 
sulphates 

Glucuronic acid  
Galactosamine 

+ 10 – 50 x 103 + 

Dermatan sulphate Iduronic acid 
Galactosamine 

+ 10 – 50 x 103 + 

Keratan sulphate Galactose 
Glucosamine 

+ 5 – 15 x 103 + 

Heparan sulphate Glucuronic and iduronic acid 
Glucosamine 

+ 10 – 50 x 103 + 

Heparin Glucuronic and iduronic acid 
Glucosamine 

+ 5 – 20 x 103 + 

 

Gereinigte hochmolekulare Hyaluronsäure ist extrem viskös und weist interessante rheo-

logische Eigenschaften auf. Aufgrund dieser Eigenschaften wird Hyaluronsäure z.B. in 

Gebieten der Viscosupplementation und der Viscosurgery vielfältig eingesetzt. Ein weitge-

fächerter Einsatz ist durch die Tatsache begrenzt, dass unmodifizierte Ha nur in der Form 

eines wäßrigen Gels mit kurzer Haltbarkeitsdauer zur Verfügung steht (Fraser et al. 

(1997)). 

2.3.1.1 Biosynthese 

Die Biosynthese und der Export von Hyaluronsäure unterscheiden sich von der Produktion 

anderer Polysaccharide deutlich. Im Gegensatz zu anderen Polyasacchariden, welche im 

Inneren der Membranen des glatten endoplasmatischen Retikulums synthetisiert werden, 

wird die Hyaluronsäure an der Zellmembran hergestellt. Glykosaminglykane werden durch 

spezielle Vesikel sezerniert, wohingegen Hyaluronsäure auf dem direkten Weg in die    

extrazelluläre Matrix ausgestoßen wird (Prehm et al.  (1984)). Die Kettenverlängerung ge-

schieht am reduzierten Ende des Moleküls durch alternierenden Transfer an der wach-

senden Kette zu UDP-Glucuronsäure und UDP-N-Acetylglucosamin (Prehm et al. (1983)). 

Das an die Membran gebundene Enzym, Hyaluron-Synthetase, wurde zum ersten Mal in 

seiner aktiven Form aus einem Streptokokkenstamm isoliert. In letzter Zeit konnte eine 

Vielzahl von Genen, die Proteine codieren, die für die Synthese von Hyaluronsäure ver-

antwortlich sind, entschlüsselt und geklont werden. 
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2.3.1.2 Biologische Bedeutung 

Hyaluronsäure ist ein wichtiger Bestandteil der extrazellulären Matrix. Während des proli-

ferierenden Stadiums der Entwicklung der Gliedmaßen produzieren mesodermale Zellen 

eine große Menge an Hyaluronsäure in Form einer perizellulären Hülle. In den folgenden 

Stadien produzieren die Zellen weit weniger Hyaluronsäure, und es kommt nicht zur Aus-

bildung einer perizellulären Hülle. Zur selben Zeit bilden mesodermale Zellen membran-

bindende Strukturen für Hyaluronsäure an ihrer Oberfläche aus (Knudson und Toole 

(1985)). Auch bei der Entwicklung des Gehirns konnte eine erhöhte Produktion von Hyalu-

ronsäure festgestellt werden. Sie konnte überwiegend im Extrazellulärraum der weißen 

Substanz lokalisiert werden. In vitro Experimente haben bewiesen, dass Hyaluronsäure 

die Zelldifferenzierung beeinflußt. Kuiawa und seine Mitarbeiter (1986) konnten zeigen, 

dass Hyaluronsäure in der Lage ist, sich an Zellkulturbestandteile zu heften, die  Differen-

zierung von Myoblasten  verhindern kann und die Zellproliferation ermöglicht. Weitere Ex-

perimente haben gezeigt, daß in der Gegenwart von niedrigmolekularer Hyaluronsäure 

eine Differenzierung von Chondroblasten stattfindet (Kuiawa et al. (1986)). Eine erhöhte 

Konzentration von Hyaluronsäure konnte ebenfalls in den Einwanderungsbezirken von 

mesenchymalen Kornealzellen, neuralen Zellnestern, endokardialen Zellbanden und in 

Bereichen der Sklera ausfindig gemacht werden. Ein Anstieg der Hyaluronsäurekonzentra-

tion steht also mit der Zelldifferenzierung in unmittelbarem Zusammenhang. Man konnte 

herausfinden, daß Hyaluronsäure verschiedene Arten des Zellverhaltens beeinflusst (z.B. 

Phagozytose, Beweglichkeit, Bindungsfähigkeit und Trennung). Eine Anregung zur Pha-

gozytose konnte bei Monozyten und Granulozyten beobachtet werden (Hakansson und 

Venge (1987)). Zellbewegungen konnten durch die Anwesenheit von Hyaluronsäure, 

durch den Aufbau eines hohen osmotischen Druckgefälles, beobachtet werden (Meyer et 

al. (1983)). Der ansteigende Druck ist in der Lage, Räume in der extrazellulären Matrix 

und den Zellschichten zu schaffen, die eine Beweglichkeit der Zelle erlauben. Ein weiterer 

Mechanismus, eine Migration der Zellen zu ermöglichen, besteht in der Fähigkeit der Hya-

luronsäure, die Bindungskräfte zwischen den Zellen zu reduzieren. Die oben erwähnten 

Möglichkeiten des Zellverhaltens sind unter anderem auch von dem unterschiedlichen Mo-

lekulargewicht und der Konzentration der Hyaluronsäure abhängig (Abatangelo et al. 

(1982)). 
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Die Interaktion zwischen der Zelloberfläche und der Hyaluronsäure ist auf membran-

gebundene Rezeptoren zurückzuführen (Underhill et al. (1992)). Diese Rezeptoren gehö-

ren zu einer Gruppe von Proteinen, CD44 genannt (früher bekannt als PGp-1, Ly-24, 

ECM3, gp90, H-CAM und ganz allgemein als Hyaluronsäure-Rezeptoren). Diese CD44 

Gruppe leitet sich von einem einzelnen Gen ab und kann in unterschiedlichen Isoformen 

zur Ausprägung kommen. Zwei dieser Isoformen stehen in Verbindung zu mesenchyma-

len Zellen (Leukozyten und hämatopoetischen Zellen) und zu sich in Teilung befindlichen 

Epithelzellen. Eine andere Isoform kann ebenfalls an Hyaluronsäure binden und ermög-

licht zielgerichtete Lymphozytenbewegungen (Haynes et al. (1991)). Der Rezeptor ist aus 

drei Hauptdomänen zusammengesetzt: Die cytoplasmatische Domäne interagiert mit dem 

Cytoskelett, die Hauptdomäne ist für die Lymphozytenmigration verantwortlich und eine 

Domäne mit einer terminalen Aminogruppe ist für das Erkennen und Binden der Hyaluron-

säure zuständig. Die Anwesenheit eines solchen Rezeptors könnte zum einen die biologi-

sche Aktivität der Hyaluronsäure auf  zellulärer Ebene erklären, zum anderen die Bin-

dungskräfte der Zellen, die bei unterschiedlichen Zelltypen beobachtet werden konnten. 

Die hier angesprochenen Zellaktivitäten können entweder in Abhängigkeit von der Mole-

külgröße der Hyaluronsäure und dem entsprechenden Zelltyp unterdrückt oder aktiviert 

werden.  

Ein weiteres Wirkungsgebiet der Hyaluronsäure ist die Angiogenese. West und seine Mit-

arbeiter  konnten zum ersten Mal in Anwesenheit von Hyaluronsäure eine Gefäßneubil-

dung in vivo nachweisen. Auch hierbei ist die Größe der Hyaluronsäuremoleküle von ent-

scheidender Bedeutung. Nur niedrigmolekulare Hyaluronsäurefragmente können bei ge-

ringen Konzentrationen (1-100 mg Ha/ml, max. Wirkung bei 2 mg/ml) eine Gefäßneubil-

dung induzieren. Diese Effekte scheinen ebenfalls wieder rezeptorgesteuert zu sein. Hya-

luronsäure beeinflusst die Ansatzstelle von Endothelzellen und von muralen Gefäßzellen 

auf eine spezielle Art in Abhängigkeit von der Zelldichte (West et al. (1989)). 

2.3.1.3 Umsatzrate und Stoffwechsel 

Die Menge an Hyaluronsäure im Blut kann mittels Radioimmunoassay bestimmt werden. 

Die zirkulierende Hyaluronsäure stammt meist aus der Lymphflüssigkeit, in die sich die 

umgebenden Gewebe entleeren. Eine hohe Umsatzrate ist in Gelenken, Haut (Halbwerts-

zeit 12 Std.) und Auge (Halbwertszeit 1-1,5 Std.) festgestellt worden. Dort liegt die Hyalu-
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ronsäure in hohen Konzentrationen vor. Die Lymphgefäße transportieren einen beträchtli-

chen Teil der Hyaluronsäure in die Blutbahn. In Geweben mit höherer Dichte wie z.B. 

Knochen und Knorpel, wird ein beträchtlicher Anteil der Hyaluronsäure zusammen mit Kol-

lagenen und Proteoglykanen bei nicht vorhandenem Lymphabfluß direkt verstoffwechselt 

und umgesetzt (Fraser et al. (1997)). Dennoch gelangt der größte Teil der Hyaluronsäure  

aus dem Bindegewebe in die Lymphbahnen und wird dann in der Leber verstoffwechselt. 

Die Hauptorte des katabolen Hyaluronsäurestoffwechsels sind die Kupfer´schen Sternzel-

len der Leber, Endothelzellen und Lymphknoten. Niere und Milz spielen hierbei eine un-

tergeordnete Rolle. Der katabole Stoffwechsel von Hyaluronsäure findet intrazellulär statt 

und wird durch spezielle Rezeptoren gesteuert. Am Abbau sind folgende Enzyme wesent-

lich beteiligt: Hyaluronidase, -D-Glucuronidase und -N-Acetyl-D-Hexoaminidase. Die 

vollständige Zerlegung findet in den Lysosomen statt. Die Endprodukte sind Glucuronsäu-

re und N-Acetylglucosamin. Diese Monosaccharide diffundieren in das Cytosol und wer-

den auf zwei Wegen verstoffwechselt. Glucuronsäure wird in Pentose umgewandelt. N-

Acetylglucosamin kann zu Fruktose umgebaut werden, oder es kann für die Biosynthese 

von Glyko-Verbindungen wiederverwendet werden (Abatangelo et al. (1994)). 

2.3.2. Hyaluronsäure als bioaktives Implantatmaterial 

Wie bereits im letzten Kapitel erwähnt, muss die in ihrer ursprünglichen Form bestehende 

Hyaluronsäure in ihrer chemischen Form abgewandelt und verändert werden, um eine 

optimale Effizienz in ihrem Einsatzgebiet erzielen zu können (Bendetti et al.(1994)). Die 

chemischen Umwandlungsprozesse der Hyaluronsäuremoleküle beruhen grundsätzlich 

auf zwei Prinzipien. Es handelt sich hierbei um sogenannte „cross-linking“ und „coupling“ 

Reaktionen. Eine kommerziell erhältliche Form der Hyaluronsäure, welche als HYAFF 

(Bendetti et al. (1994)) bezeichnet wird, ist als bioaktives Implantatmaterial ausgiebig un-

tersucht worden. Diese ist vergleichbar mit dem von uns verwendeten „Hyalart“. Es han-

delt sich hierbei um eine Gruppe von Hyaluronsäurederivaten, die man durch Veresterung 

an der Carboxylgruppe einer Untereinheit eines Hyaluronsäure-Polymers mit linearen oder 

aromatischen Alkoholen gewinnt. Im nun folgenden Abschnitt sollen grundlegende Punkte 

erläutert werden, die die Verwendung von Hyaluronsäure als bioaktives Implantatmaterial 

als sehr interessant erscheinen lassen. 

Betrachtet werden dabei folgende Punkte: 
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• Biologischer Abbau 

• Zytotoxizität 

• Beeinflussung anderer Zellen in vitro 

• Beeinflussung anderer Zellen in vivo (intramuskuläre Implantation und intraossäre 

Implantation) 

 
Biologischer Abbau 
Die Wasserlöslichkeit von Ha verändert sich, wenn die freien Carboxylsäure-Gruppen   

verestert werden. Mit steigender Anzahl an Esterbindungen sinkt die Wasserlöslichkeit des 

Moleküls. Dies ist in erster Linie auf den Verlust von hydrophilen Carboxylsäure-Gruppen 

und den hydrophoben Charakter durch die angehängten Alkohole zurückzuführen. Die 

körpereigenen Strukturen, die mit der Ha reagieren, sind aus vielen Komponenten zusam-

mengesetzt (z.B. Anionen, Kationen, Proteine, spezifische Enzyme etc.). Es ist nun wichtig 

zu wissen, wie diese einzelnen Bestandteile in Interaktion mit der Hyaluronsäure treten 

und diese in ihrem biologischen Abbau beeinflussen. Diese Interaktionen sind natürlich für 

jedes anders strukturierte Ha-Polymer unterschiedlich. Zhong et al. (1994) hat z.B. das 

Enzym Hyaluronidase betrachtet und herausgefunden, dass wasserlösliche, nur zum Teil 

veresterte Polymere schnell durch Hyaluronidase abgebaut werden können, wohingegen 

die vollständig veresterten Polymere nicht durch dieses Enzym angegriffen werden kön-

nen. Diese Erkenntnisse und eine Vielzahl weiterer Untersuchungen zeigen, dass es mög-

lich sein muss, den Mechanismus zum Abbau von Ha-Derivaten zu manipulieren. 

Zytotoxizität 
Ein ganz wichtiger Punkt bei der Implantation vom Biomaterialien ist es, auszuschließen, 

dass das Implantat den Wirt schädigt. Dies kann am besten mit einem in vitro etablierten 

Toxizitätstest herausgefunden werden. Dieser Test bestimmt die Inzidenz von Zellunter-

gängen, wenn es zum Kontakt mit dem neuen Material kommt. Ein hierfür entwickeltes 

Analyseverfahren misst Abweichungen von der Zellatmungsrate, wenn Fibroblasten in 

Gegenwart des Biomaterials (Ha) inkubiert werden (David et al. (1994)). Das Ergebnis die-

ses Tests zeigt, dass die Zellatmung durch das neue Biomaterial in nicht signifikanter 

Weise gesenkt wird. Hyaluronsäure kann also, was das Kriterium der Zytotoxizität betrifft, 

als harmlos eingestuft werden. 
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Beeinflussung anderer Zellen in vitro 
Um einen Bezug herstellen zu können, wie es sich mit der Biokompatibilität des Biomate-

rials gegenüber dem Zellverband und anderen Gewebebestandteilen verhält, hat man die 

Adhäsion an Oberflächenmolekülen und ihre Migration beobachtet. Humane neutrophile 

Granulozyten wurden von freiwilligen Spendern entnommen und auf den Oberflächen von 

Hyaluronsäure-Derivaten (HYAFF) plaziert. Hunt und seine Mitarbeiter (1992) haben die 

Bewegung und Gestaltänderung der Neutrophilen beobachtet. Eine Vielzahl von Parame-

tern wurde analysiert, wobei der Schwerpunkt auf der Geschwindigkeit und der Richtung 

der Zellbewegungen lag. Die Ergebnisse für die hier betrachteten Hyaluronsäurederivate 

waren sehr unterschiedlich (Campoccia et al. (1993)). Man vermutet, dass die verschiede-

nen Resultate im Zusammenhang mit dem unterschiedlichen Wasserbindungsvermögen 

der Derivate lagen.  

Beeinflussung anderer Zellen in vivo (intramuskuläre/ intraossäre Implantation) 
Die Antwort des Wirtes auf eine neue Substanz spielt für die Biokompatibilität eine sehr 

entscheidende Rolle. Vince und seine Mitarbeiter (Vince et al. 1991)) entwickelten den 

Gebrauch quantitativer Techniken, die das Antwortverhalten von Bindegewebe gegenüber 

Hyaluronsäure erfassen und eine quantitative Erfassung von Zellverteilungen um die neu 

implantierten Materialien ermöglichen. Es zeigte sich ein unterschiedliches Antwortverhal-

ten des Bindegewebes auf die einzelnen veresterten Hyaluronsäuren. Nach intramuskulä-

rer Implantation fand nach einer bestimmten Zeit (von den einzelnen Implantaten abhän-

gig) eine Einwanderung von Makrophagen um die neuen Biomaterialien statt. Nach einem 

noch längeren Zeitpunkt waren die neuen Materialien nahezu vollständig zerlegt und von 

einer Vielzahl an Phagozyten durchsetzt (David et al. (1994)). Diese Zellbewegungen, die 

im Wirt durch den Fremdstoff (Implantat) ausgelöst worden sind, lassen jedoch nicht un-

mittelbar den Schluß zu, dass sich hier sogenannte Abstoßungsreaktionen abgespielt ha-

ben. Die Einwanderung von Entzündungszellen in das Bindegewebe stellt in diesem Fall 

keinen Indikator für Bioinkompatibilität dar. Die Präsenz der Entzündungszellen ist unver-

meidlich und es entspricht der Natur und Aktivität dieser Zellen, jegliche Art von neu ein-

gebrachten Substanzen und Biomaterialien zu besetzen. 

In einer weiteren Reihe von Experimenten ist die Reaktion von Knochengewebe auf das 

Einbringen von Hyaluronsäurederivaten untersucht worden (David et al. (1994)). Da es 
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sich bei der Hyaluronsäure um kein Implantat von fester struktureller Konsistenz handelt, 

wie es zum Beispiel beim Ersatz von Gelenken, maxillofacialen Prothesen etc. benötigt 

wird, sind bei diesem Ersatzstoff die biologischen Eigenschaften des Materials von größe-

rem Interesse als die mechanischen. Im Moment besteht eine große Diskussion über die 

Entwicklung neuartiger Biomaterialien als Knochenersatzstoffe. Bisher scheint jedoch nicht 

das perfekte Material gefunden zu sein, das ein Einwachsen von neuem Knochen ermög-

licht. Bisher wird  vielfach noch die Meinung vertreten, daß Kalziumphosphatbaustoffe, 

wegen ihrer dem Kalziumhydroxylapatit ähnelnden Zusammensetzung, die einzigen ge-

eigneten synthetischen Materialien darstellen. Wie bereits im Kapitel Knochenersatzstoffe 

beschrieben, gibt es jedoch eine Vielzahl weiterer Substanzklassen, die aufgrund ihrer 

teils osteokonduktiven teils osteoinduktiven Eigenschaften als Ersatzstoffe in Betracht 

kommen. Außer diesen bereits erwähnten Materialien soll jetzt die Betrachtung auf zerleg-

bare Polymere und insbesondere auf Hyaluronsäure gelegt werden. Polyester, wie „poly-

glycolic acid“ und „polylactic acid“ (Radder et al. (1994)) weisen keine optimalen Eigen-

schaften auf, um im klinischen Alltag eingesetzt zu werden.  

Soranzo und Benedetti haben 1994 die Wirkung von zwei Hyaluronsäurederivaten (HY-

AFF7 und  ACP-Schwämme) auf die Knochenheilung untersucht. Ihre Studie zeigte, dass 

schon nach kurzer Zeit Resorption am Ende des perforierten Knochens nachgewiesen 

werden konnte. Innerhalb des Knochenmarks und zwischen den polymeren Implantatfa-

sern hatte sich neuer  Geflechtknochen gebildet. Es waren sogenannte Knochen-Spiculae 

erkennbar, die von Osteoblasten ummauert waren. Weitere Untersuchungen mit oben ge-

nannten Hyaluronsäurederivaten haben zu dem Ergebnis geführt, dass sowohl neues 

Knochenwachstum sowie Knochenregeneration als auch Knochenremodelling nachgewie-

sen werden konnte (Soranzo et al. (1994)). Die Antwort des Knochens war jedoch abhän-

gig von dem verwendeten Derivat und seiner chemisch-physikalischen Beschaffenheit. 

Wichtige Einflussgrößen sind hierbei die Abbaugeschwindigkeit des Implantats und die 

Aktivität von Osteoblasten und Osteoklasten. Die Resultate zeigen, dass Hyaluronsäure–

Derivate sehr interessante Eigenschaften besitzen. 

2.3.3. Klinische Anwendung von Hyaluronsäure 

Der Gebrauch von Ha hat bis heute einen vielfältigen Einsatz in der klinischen Praxis ge-

funden. Folgende Einsatzgebiete seien in diesem Abschnitt kurz kommentiert: Augenheil-
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kunde, Wiederherstellungs-Chirurgie, Gelenkerkrankungen, Hyaluronsäure und Hyaluron-

säurederivate in der Pharmakologie und in der Wundheilung. 

Augenheilkunde 
Aufgrund der hohen Viskosität von Hyaluronsäure-Lösungen wird die Ha in der Augenheil-

kunde häufig verwendet (Grav et al. (1979), Balazs und Denlinger (1989)). Der Vorreiter 

dieser klinischen Anwendungsform war Balazs. Er prägte den Begriff „Viscosurgery“ für  

diese  medizinische Applikationsform, die Gebrauch von den physikalisch–chemischen 

Eigenschaften der Hyaluronsäure macht. In der Augen-Chirurgie wird z.B. eine Hyaluron-

säure-Lösung in die Augenkammer zum Schutz des Bindegewebes und des Hornhauten-

dothels injiziert (Grav et al. (1979)). 

Wiederherstellungs-Chirurgie 
Hyaluronsäure wird nach Gewebeschädigungen eingesetzt, um eine schnellere Wundhei-

lung und Geweberegeneration zu ermöglichen. Nach Verletzungen der Haut oder des Bin-

degewebes kommt es zu einer Organisation des Gewebes, die auf denselben Prinzipien 

beruht, wie die Entwicklung und das Wachstum des embryonalen Gewebes. Glykosami-

noglykane spielen eine entscheidende Rolle, um neuen Zellverbänden ein Einwandern in 

das zerstörte Gewebe zu ermöglichen. Besonders der Migration von Fibroblasten kommt 

hier eine große Bedeutung zu. Wie in einer Studie von Longahker gezeigt werden konnte, 

spielt Hyaluronsäure bei der fetalen Wundheilung eine entscheidende Rolle (Longahker et 

al. (1991)). Es gibt Informationen darüber, dass zu Beginn einer Schädigung des Binde-

gewebes ein Anstieg der Hyaluronsäurekonzentration im Gewebe zu verzeichnen ist. Ver-

suche am Tier und auch am Menschen belegen die stimulierenden Effekte von Ha in der 

Wundheilung (Weigel et al. (1986)). Ha weist eine Reihe von pharmakologischen Eigen-

schaften auf, die den Wundheilungsprozess positiv beeinflussen. Durch die Applikation 

von Hyaluronsäure konnte z.B. eine Vernetzung der Zellen bei der Regeneration von 

Sehnengewebe aufgrund von Veränderungen der Oberflächeneigenschaften des regene-

rierten Gewebes (sog. „gliding effect“) verbessert werden (Gaughan et al. (1991)). 

Das wohl wichtigste Einsatzgebiet von Hyaluronsäure ist die plastische Chirurgie. Es gibt 

eine Reihe von Untersuchungen und Experimenten, die den Einfluß von Hyaluronsäure 

auf Heilungsprozesse beschädigter und verletzter Haut dokumentieren. In vivo Versuche 

an zuckerkranken Ratten haben gezeigt, dass bei der Anwendung von Hyaluronsäure das 
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Einwandern von Epithelzellen in verletztes Gewebe und ein Nachschub von dermalen 

Fibroblasten verbessert werden konnte (Abatangelo et al. (1983)). In vitro Untersuchungen 

haben die Hypothese gestützt, dass die Präsenz von Hyaluronsäure Wachstum und Be-

weglichkeit von Fibroblasten ermöglicht (Doherty et al. (1989)). Grund hierfür ist die Fähig-

keit der Hyaluronsäure, Bindungskräfte der Zellen untereinander und zwischen Zelle und 

umgebender Matrix zu reduzieren.  

Gelenkerkrankungen 
Hyaluronsäure ermöglicht eine strukturelle Integrität der Proteoglykan-Bausteine des 

knorpeligen Extrazellulärraumes und stellt den Hauptbestandteil der Synovialflüssigkeit 

dar. Seit mehr als 20 Jahren wird Hyaluronsäure in Gelenke von Menschen und von Tie-

ren injiziert. Beim Menschen kommt diese Behandlung bei der Arthrose zum Einsatz. Sie 

stellt eine Alternative zur traditionellen Steroid Therapie dar (Jones et al. (1993)). Die Zu-

gabe von Hyaluronsäure zu Chondrozytenkulturen hat gezeigt, dass sie die Synthese von 

Glykosaminoglykanen in unterschiedlicher Art und Weise beeinflussen kann. Es wurden 

sowohl suppressive als auch stimulatorische Effekte beobachtet (Solursh et al. (1974), 

Cortivo et al. (1990)). Auch in der Rheumatologie findet Hyaluronsäure einen vielfältigen 

Einsatz. Man macht sich folgende Effekte bei der Behandlung  von Gelenkerkrankungen 

mit Hyaluronsäure zu Nutzen: Senkung der Chemotaxis von Entzündungszellen, Verhin-

derung der Prostaglandin-Synthese und Stimulation der Synovialzellproduktion. Studien 

haben gezeigt, dass Hyaluronsäure gut gewebeverträglich ist und eine Alternative zur her-

kömmlichen Steroidtherapie oder zur Therapie mit nicht steroidalen entzündungshem-

menden Substanzen darstellt (Partsch et al. (1989), Smith und Gosh (1987)). 

Hyaluronsäure und Hyaluronsäurederivate in der Pharmakologie und der Wundhei-
lung 
Ha hat sich als geeignetes Carrier-Molekül für Pharmaka herausgestellt. Ihr Grundgerüst 

besitzt chemische Gruppen an die man Pharmaka binden kann. Im klinischen Einsatz wird 

Ha z.B. als Carrier für Methylprednisolon benutzt (Kyyrönen et al. (1992)). Diese Verbin-

dung besitzt bei der Zugabe zu Chondrozyten-Kulturen anti-inflammatorische und 

chondroprotective Eigenschaften. Weiterhin ist es möglich, wasserunlösliche Hyaluronsäu-

re-Derivate mit verschiedenen therapeutisch aktiven oder inaktiven Alkoholgruppen zu 

versehen. Diese in vorausgehenden Kapiteln bereits beschriebenen Hyaluronsäure-Ester 
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kommen in der Klinik zum Einsatz. Diese Ester werden z.B. bei Projekten zum Bau von 

Membranen, Verbandsmaterialien, Schwämmen und „Microsphären“ verwendet. Membra-

nen und Häutchen, die aus Ethylestern der Hyaluronsäure produziert werden, sind in 

Wundheilungsstudien am Schwein und Kaninchen getestet worden (Davidson et al. 

(1991)). Diese Membranen haben sich als geeignete Substrate für Keratozytenkulturen 

und als in vivo nutzbare Transplantationsmaterialien erwiesen (Andreassi et al. (1991)). 

2.3.4. Osteostimulation bei Knochendefekten durch Hyaluronsäure 

Eine Studie von T. Sasaki und C. Watanabe aus dem Jahre 1995 ist die erste Untersu-

chung mit dem Ziel, die morphologischen Effekte auf die Knochenheilungsprozesse beim 

Gebrauch von elastovisköser, gereinigter, hochmolekularer Hyaluronsäure zu dokumentie-

ren. Die Experimente sind eine Reaktion auf Untersuchungen von Pilloni und Bernard (Pil-

loni und Bernard (1992)). Sie haben herausgefunden, dass Hyaluronsäure zu einem An-

stieg der mesenchymalen Zelldifferenzierung und Zellmigration und somit zu einem An-

stieg der „osteoblastic bone formation“ in vitro geführt hat. 

In der Studie von Sasaki und Watanabe handelt es sich um ein in vivo Experiment an Rat-

ten. In die mittlere Diaphyse des kortikalen Oberschenkelknochens von Ratten wurde ein 

kreisrunder Defekt (1 mm Durchmesser) mit einem Bohrer gesetzt. Sofort danach wurde 

der ausgehobene Knochendefekt mit hochmolekularer Hyaluronsäure aufgefüllt und ver-

siegelt. Nach 1,2,4,7 und 14 Tagen wurden die Oberschenkelknochen exartikuliert und 

fixiert. Danach wurde der Defekt histomorphometrisch untersucht. In der Kontrollgruppe, in 

welcher der Defekt ausschließlich mit „blood clots“ wiederaufgefüllt wurde, konnte nach ein 

und zwei Tagen nur das Vorhandensein von "blood clots" “ und "fibrin clots" “ festgestellt 

werden. Nach etwa vier Tagen konnte im Defekt Granulationsgewebe bestehend aus 

Makrophagen, Neutrophilen und Fibroblasten ausfindig gemacht werden. Neue Knochen-

formationen durch differenzierte Osteoblasten konnten frühestens nach einer Woche ent-

deckt werden. Nach zwei Wochen waren der perforierte kortikale Knochen und das Kno-

chenmark von neugebildetem Geflechtknochen durchsetzt. Im Vergleich zur Kontrollgrup-

pe ergaben die mit Hyaluronsäure aufgefüllten Defekte folgende Ergebnisse: Eine Bildung 

von neuem Knochengewebe in den peri– und endostalen Schichten des kortikalen Kno-

chens konnte bereits nach vier Tagen beobachtet werden. Schon nach einer Woche war 

der Defekt vollständig von Geflechtknochen durchsetzt und ein normales „bone remode-
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ling“ von Osteoblasten und Osteoklasten war erkennbar. Das Granulationsgewebe wurde 

sehr schnell durch normales Knochenmark ersetzt. Obwohl bei den Untersuchungen von 

Sasaki und Watanabe nicht deutlich wird, ob die Ha auf direktem Weg oder auf eine indi-

rekte Art seine Einflüsse auf das Wachstum von neuem Knochen deutlich macht, so ist 

doch eindeutig festzustellen, dass es bei den mit Ha aufgefüllten Defekten zu einer schnel-

leren Knochenneubildung gekommen ist (Sasaki und Watanabe (1995)). 

2.4. Idee des Composites 

2.4.1. Zusammensetzung des Composites 

Im Kapitel Knochenersatzstoffe ist bereits beschrieben worden, welche Knochenersatz-

stoffe es gibt und welche klinischen Anforderungen an diese Stoffe gestellt werden müs-

sen. Hier noch einmal die Kriterien für eine optimale Versorgung knöcherner Defekte: 

Der Knochendefekt muss nach der Auffüllung stabil, d.h. schnell voll belastbar sein, Ermü-

dungsfrakturen sind auszuschließen, und die Biomechanik nach Defektauffüllung sollte der 

von normalem Knochen entsprechen. Eine weitere wichtige Komponente ist, dass der neu 

implantierte Fremdstoff resorbierbar sein muss und nach und nach durch körpereigenen 

Knochen ersetzt werden kann. Dieser neu gebildete Knochen sollte dem normalen physio-

logischen Remodeling unterworfen sein. Wenn der eingebrachte Fremdstoff nicht durch 

normales Knochengewebe ersetzt werden kann, so sollte der Ersatzstoff eine lebenslange 

Stabilität gewährleisten. Der gesuchte Werkstoff müsste in ausreichender Menge zur Ver-

fügung stehen oder produziert werden können und gut zu verarbeiten sein. Bis heute 

konnte kein Material mit all diesen Fähigkeiten gefunden werden. Um dem Ideal eines sol-

chen Werkstoffes möglichst nahe zu kommen, hat man die Idee eines sogenannten Com-

posites entworfen. Ein Composite ist ein Knochenersatzstoff, der aus einer osteoindukti-

ven oder osteostimulativen und osteokonduktiven Komponente zusammengesetzt ist. Die-

se Entwicklung kommt der Idee eines perfekten Knochenersatzmaterials schon relativ na-

he. Die meisten Materialien zeichnen sich nur durch eine gute osteokonduktive Kompo-

nente aus, bei meist nur  durchschnittlicher Stabilität des Implantats. Beim Composite wer-

den durch Zugabe einer induktiv oder stimulierend wirkenden Komponente zu einer stabi-

len Grundsubstanz primär belastungsstabile Verhältnisse erzielt. Als nächstes wird das 

Transplantat (Composite) von körpereigenem Knochen durchbaut oder sogar durch diesen 

vollständig ersetzt. Ein Beispiel für ein Composite stellt z. B. der humane Knochen selber 
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selber dar. Neben der in die organische Matrix (zu 95 % Kollagen) eingelagerten minerali-

schen Komponente (50 % des Trockengewichts, hauptsächlich Hydroxylapatit), die für die 

nötige Stabilität sorgt (Gerüststoff),enthält Knochen eine Vielzahl den Knochenstoffwech-

sel beeinflussende Wachstumsfaktoren und Zytokine (osteoinduktive bzw. - stimulierende 

Komponenten). Die dritte Komponente dieses Composites sind die Zielzellen: Oste-

oblasten, Osteozyten, Osteoklasten und Vorläuferzellen (Andre et al. (1995), Niedhart und 

Niethard (1999)). 

2.4.2. Hyaluronsäure als Trägersubstanz für bioaktive Substanzen 

Wie im vorigen Kapitel erwähnt, sind Composites grundsätzlich aus zwei Komponenten 

zusammengesetzt. Neben den eigentlichen biologischen (osteostimulierenden)  Faktoren 

ist eine Trägersubstanz von entscheidender Wichtigkeit. Ohne diesen Teil des Composites 

käme es zu einem schnellen Auswaschen der Substanz und zu einem Einwuchern von 

Fibroblasten in den noch nicht wieder mit neuem Knochenmaterial ausgefüllten Defekt. 

Generell stehen folgende Substanzen als osteokonduktive Gerüststoffe zur Verfügung: 

Metallgerüste, Keramiken, biologische resorbierbare Materialien und Polymere. Hydro-

xylapatit (HA) und Trikalziumphosphat (TCP) sind die Keramiken, die im klinischen Einsatz 

am häufigsten verwendet werden. Biopolymere wie z.B. Poly-Aminosäuren (Jeffrey et al. 

(1996)) oder Hyaluronsäure sind ebenfalls als osteokonduktive Gerüststoffe in der Klinik in 

Gebrauch. Im Folgenden sollen nun die Vorteile von Hyaluronsäure als Trägersubstanz 

herausgestellt werden: 

D. Bakos und Mitarbeiter haben 1999 eine Arbeit veröffentlicht, in der  ein Composite be-

stehend aus einer Hydroxylapatit– und einer Kollagen-Hyaluronsäure-Komponente unter-

sucht worden ist (Bakos et al. (1999)). Die Kalziumphosphatkeramik wählte er als den ers-

ten Composite-Bestandteil aus, weil Hydroxylapatit biokompatibel ist und zusätzlich seit 

Jahren weltweit in praktischen Anwendungen als Knochenersatzmittel eingesetzt wird. Der 

Nachteil einer alleinigen Anwendung von Hydroxylapatit ist, dass sie nach Implantation 

spröde wird und mit zunehmender Porengröße an Druckfestigkeit abnimmt. Zusätzlich 

kommt es im Laufe der Zeit zu Mikrofrakturen des Implantates mit möglicherweise negati-

ven Auswirkungen auf die Festigkeit des aufgefüllten Defektes (siehe Kap. 2.2.3) (Marouf 

et al. (1990)). Nach Bakos war das größte Problem, dass sich die Hydroxylapatitkeramik 
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nicht übergangslos mit dem neu eingewachsenen Knochenmaterial verband. Um eine 

bessere Integration mit dem einwachsenden Knochenmaterial zu ermöglichen, überzog er 

die Hydroxylapatit (Anteil 92 %) -Keramik mit einer Schicht bestehend aus Kollagen und 

Hyaluronsäure (Anteil 8 %). Sein Ziel war es, ein Composite zu entwerfen, das sowohl ein 

gutes Bindungsvermögen gegenüber harten Gewebebestandteilen (z.B. Knochen), als 

auch gegenüber anderen Substanzen (z.B. Bindegewebe, Gewebsflüssigkeiten, Blut etc.) 

hat. Durch die seiner Meinung nach besseren Kohäsionskräfte, sollten die bisher be-

schriebenen Nachteile des Hydroxylapatits, was die Integration in den neuen Knochen 

betrifft, minimiert werden. Vor allem Hyaluronsäure (siehe Kap. 2.3.2), die eine Schlüssel-

rolle bei der Gewebedifferenzierung und einer Vielzahl von Reparaturmechanismen spielt, 

kommt eine besondere Rolle bei der Anbindung an flüssige Materialien zu (Kim und Valen-

tini (1996)). Durch die Ausbildung von speziellen Bindungen ermöglicht sie, gebunden an 

die Kollagen-Komponente, eine sehr gute Integration der Keramik in den neu einwachsen-

den Knochen (Rehakova et al. (1996)). Der Kollagenfilm hatte die Aufgabe, ein besseres 

Anbinden des porösen Hydroxylapatits an das neue Knochenmaterial zu ermöglichen (Ten 

Huisen  et al. (1995)). Was dieses Composite außerdem so interessant erscheinen lässt, 

ist, dass Hyaluronsäure wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben, über außergewöhnlich gute 

osteostimulierende Fähigkeiten verfügt. 

Unsere Überlegung war es, die Hyaluronsäure selbst als Trägersubstanz eines neuen 

Composites einzusetzen. Die hervorragenden Eigenschaften als bioaktives Implantatmate-

rial sind als Voraussetzung in Kapitel 2.3.2 ausführlich beschrieben worden. Das Vorliegen 

der Hyaluronsäure als hochvisköse Flüssigkeit und nicht als starrer Hydroxylapatitkera-

mikblock veranlasste uns, diese Substanz als Trägerstoff eines neuen Composites zu 

verwenden. Die Möglichkeit, Hyaluronsäure passgenau anzumodellieren bzw. zu verfor-

men, erschien uns als ideal zum Auffüllen von Knochendefekten. Die Hyaluronsäure in 

Form einer hochviskösen Masse kann z.B. perkutan in den Knochen injiziert werden. Dies 

ist ein großer Vorteil gegenüber der Vielzahl anderer Knochenersatzstoffe. Die Trägersub-

stanz  läßt sich zum Beispiel mit Substanzen kombinieren, die über  gute osteostimulie-

rende  Eigenschaften verfügen. Hierfür  sind z.B. die Proteine BMP und bFGF als Baustei-

ne geeignet.  
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2.4.3. Die osteoinduktiven und osteostimulierenden Proteine „BMP2“ und „bFGF“ 

Die Knochenneubildung durch Osteoinduktion ist ein komplexer Prozess, der durch eine 

Vielzahl von zentralen (Vitamin D, Parathormon, Calcitonin) und lokalen Wachstumsfakto-

ren (vor allem TGF-ß, Bone Morphogenetic Proteins, IGF, TNF,  Interleukine und      Inter-

ferone) gesteuert wird (siehe Kap. 2.1.1.4) (Urist et al. (1983), Reddi et al. (1987)). Prinzi-

piell haben alle hier erwähnten Substanzen die Potenz, neues Knochenwachstum zu sti-

mulieren. 

Die einzige  bekannte osteoinduktive Substanz ist das Bone Morphogenetic Protein 

(BMP). Ergebnisse immunhistochemischer Färbungen haben gezeigt, dass menschliches 

BMP entlang von Kollagenfibrillen des normalen Knochens in periostalen Zellen und in 

mesenchymalen Zellen des Knochenmarks verteilt ist. BMP wird zum Großteil in Kno-

chenzellen der Kortikalis und in kleineren Mengen auch in der Spongiosa gefunden. Au-

ßerdem konnte das Protein im Prädentin menschlicher Pulpazellen und in Zellen des inne-

ren und äußeren Schmelzepithels nachgewiesen werden (Takeda et al. (1994)). BMP ist 

ebenfalls im Zytoplasma menschlicher Tumorzellen bei Osteosarkomen, Chondrosarko-

men und im Wundgewebe nach Zahnextraktionen gefunden worden (Lianjia und Yan 

(1990)). Seit dem Nachweis einer die Knochenneubildung stimulierenden Potenz demine-

ralisierten Knochens hat es viele Versuche gegeben, die Knochenneubildung bei Fraktu-

ren und Defekten durch Ausnutzung dieser osteogenetischen Potenz zu fördern.  

Der exakte Wirkungsmechanismus und die Interaktionen von lokalen und systemischen 

Wachstumsfaktoren, die bei der Knochenneubildung und dem Knochenwachstum eine 

Rolle spielen, sind noch nicht genau bekannt. BMP ist in der Lage, die Differenzierung 

noch nicht spezialisierter  Mesenchymzellen zu stimulieren. Alle beteiligten Faktoren und 

die genauen Wirkungsmechanismen sind ebenfalls noch unzureichend bekannt (Aaboe et 

al. (1995)). Bisher konnten als Hauptverursacher von Knochenneubildungen aus der 

Gruppe der neun verschiedenen BMPs  BMP2,  BMP4  und BMP7  identifiziert werden 

(Wozney et al. (1988)). Grundsätzlich hängt die Tendenz, neuen Knochen zu bilden, vom 

BMP (insbesondere BMP2, 4, 7), dem Transportsystem oder einem geeigneten Carrier ab 

(Ferguson et al. (1987)). BMPs können für den klinischen Einsatz entweder rekombinant 

hergestellt werden oder durch Extraktion aus Knochen gewonnen werden. Zum Abschluss 
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muss aus dem Knochen gewonnenes BMP sterilisiert werden, was die osteostimulieren-

den Eigenschaften mindert (Ijiri et al. (1994)). 

Die osteoinduktiven Eigenschaften verschiedener BMPs konnten in zahlreichen Tierversu-

chen und auch im humanen System unter Beweis gestellt werden (Johnson et al. (1990)). 

Es waren jedoch deutlich höhere  Dosen an BMP nötig, als sie im menschlichen Organis-

mus physiologischerweise nachzuweisen sind. 

bFGF ist ebenfalls  ein lokaler Wachstumsfaktor (siehe Kap. 2.1.1.4). Es beeinflusst eine 

Vielzahl von Zelltypen, in erster Linie jedoch die Proliferation mesenchymaler Zellen (Mc 

Carthy et al. (1989)). FGF (Fibroblast Growth Factor) stimuliert die Mitogenese, die Che-

motaxis, die Zelldifferenzierung und die Angiogenese. Es spielt eine bedeutende Rolle bei 

der Entwicklung vaskulärer, nervaler und knöcherner Systeme. FGF hat Einfluss auf die 

Wundheilung und die Regeneration unterschiedlichster Gewebetypen (Burgess und      

Maciag (1989), Klagsbrunn et al. (1989)). Die Wirkung des FGF ist in zahlreichen  Studien 

untersucht worden. Bei frakturierten Oberschenkelknochen von Ratten hat die lokale Injek-

tion von FGF zu einem Anstieg der Knorpelmenge bei der Kallusbildung geführt (Jingushi 

et al. (1990)). Eine andere Studie hat die Kallusbildung  bei Tibiafrakturen am Hund unter 

dem lokalen Einfluss des Wachstumsfaktors FGF untersucht (Nakamura et al. (1998)). 

Kawaguchi und Mitarbeiter behaupten, dass die Wirkung von FGF auf die Frakturheilung 

in erster Linie auf die Stimulation der Proliferation von Mesenchymzellen zurückzuführen 

sei. Die mesenchymalen Zellen  setzen dann die Kaskade der Frakturheilung in Gang 

(Kawaguchi et al. (1994)). 

Grundsätzlich ist für die osteostimulierenden Substanzen die Anwesenheit von sogenann-

ten Zielzellen (Vorläuferzellen für BMP, Osteoblasten und Osteozyten für stimulierende 

Faktoren) obligat. Bei Zugabe von Blut, Knochenmark oder zerkleinerter Spongiosa zum 

Transplantat kann die Bildung von neuem, vitalem Knochen beschleunigt werden. Für das 

Einbringen der osteostimulierenden bzw. -induktiven Faktoren ist eine Trägersubstanz er-

forderlich. Dieser Komplex wird als Composite bezeichnet und ist bereits im Kapitel 2.4.1 

beschrieben. 
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3. Material und Methodik 

3.1. Material 

3.1.1. Hyaluronsäure, BMP2 und bFGF 

Zur Defektauffüllung sind die im Folgenden aufgelisteten Substanzen verwendet worden: 

Hyaluronsäure (Hyalart®): 
Hyalart® wird in hochgereinigter Form extraktiv aus Hahnenkämmen hergestellt. Die im 

Präparat enthaltene Fraktion des Hyaluronsäure-Natriumsalzes hat ein Molekulargewicht 

von 500-730 kDalton und liegt in einer hochviskösen wässrigen Lösung vor. 

Die Hyaluronsäure ist in Fertigspritzen zu 20mg/2ml Injektionslösung abgefüllt, die wirk-

same und nicht wirksame Bestandteile enthält. 

Wirksamer Bestandteil: 

• Hyaluronsäure-Natriumsalz 20,0 mg 

 

Nichtwirksamer Bestandteil: 

• Natriumchlorid 17,0 mg 

• Dinatriummonohydrogenphosphat 12 [H2O] 1,2 mg 

• Mononatriumhydrogenphosphat 2 [H2O] 0,1 mg 

• Wasser für Injektionszwecke q.s. ad 2,0 ml 

 

Der in den Femur der Schafe gebohrte Defekt wurde mit 1 cm³ Hyaluronsäure aufgefüllt. 

Um ein Auslaufen der Säure aus dem Defekt zu verhindern, wurde die Viskosität der     

Hyaluronsäure durch eine Aufbewahrung bei ca. 4°C im Kühlschrank erhöht. 

BMP2 
Tiefgefrorenes Rekombinantes BMP2 (100 µg) 

Der Defekt wurde mit einer Kombination von 100 µg BMP2 und 1 cm³ Hyalart aufgefüllt. 

Das BMP2 wurde im Institut für physiologische Chemie der Universität Würzburg herge-

stellt (nach Ruppert et al (1996)). Das BMP2 wurde lyophilisiert geliefert mit sterilem destil-
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liertem Wasser gelöst und bei  - 70 º C gelagert. Direkt praeoperativ wurde die entspre-

chende Verdünnung hergestellt und dem Hyalart durch Beimengung zugefügt. 

bFGF 
Tiefgefrorenes Rekombinantes bFGF (100 µg) 

Der Defekt wurde mit einer Kombination von 100 µg bFGF und 1 cm³ Hyalart aufgefüllt. 

Das bFGF (Hersteller: Stratmann Biotec GmbH Hannover) wurde ebenfalls lyophilisiert 

geliefert, allerdings wurde es in PBS (phosphate buffered saline) gelöst. Auch hier erfolgte 

die Lagerung bei- 70 º C. Entsprechend dem BMP2 wurde das bFGF verdünnt und dem 

Hyalart direkt praeoperativ beigemengt. 

 
3.1.2. Versuchstiere und deren Auswahlkriterien 

In unserem tierexperimentellen Projekt wurden insgesamt 25 Schafe verwendet. Insge-

samt wurden eine Kontrollgruppe (10 Tiere) und drei Versuchsgruppen (15 Tiere) unter-

sucht (siehe Kap 3.2.1). Die Untersuchungen erfolgten nach den Richtlinien des Bundes-

gesundheitsministeriums und unter Beachtung der Bestimmungen zum Umgang und zur 

Betreuung von Versuchstieren. Die Tiere wurden mindestens eine Woche vor Versuchs-

beginn in die Zentralabteilung für Versuchstierkunde (ZV) angeliefert. In der ZV wurden die 

Tiere zunächst in Gruppenhaltung auf Stroheinstreu untergebracht. Die Tiere konnten über 

Heu, Wasser und energiereiches, pelletiertes Ergänzungsfutter frei verfügen. Als Nah-

rungsergänzung wurden den Tieren zusätzlich mineralstoffhaltige Salzlecksteine angebo-

ten. Die Haltungsbedingungen wurden durch die Versuchstierabteilung vorgegeben. Die 

Umgebungstemperatur betrug 20±2°C, die relative Luftfeuchte 50±10% und der 

Hell/Dunkel Rhythmus 12:12h. Die Tiere wurden 24h vor der Operation in Boxen zu je-

weils zwei Tieren überführt. Mit Überführung der Tiere in die Boxen begann die Nahrungs-

karenz. Postoperativ wurden die Tiere zunächst in Käfigen mit max. vier Tieren auf Stroh-

einstreu gehalten. Anschließend wurden sie wieder für eine Woche in der Gruppenhaltung 

untergebracht, bevor sie dann über die externen Stallungen der Versuchstierabteilung, in 

welchen sie wiederum eine Woche verbrachten, für die restliche Studiendauer an einen 

externen Schäfereibetrieb abgegeben wurden. Dort wurden die Schafe entsprechend der 

üblichen Haltungsbedigungen des Schäfereibetriebes untergebracht. Die Umweltbedin-
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gungen in den externen Stallungen, wie Temperatur, Luftfeuchte und Hell/Dunkel Rhyth-

mus, unterlagen den natürlichen jahreszeitlichen Schwankungen. 

Verwendet worden sind in dieser Studie ausgewachsene weibliche Schafe. Diese Tiere 

waren ca. ein Jahr alt und ungefähr 50 - 55 kg schwer. Es handelte sich hierbei nicht um 

eigens für Tierversuche gezüchtete Tiere. Anwendung in dieser Untersuchung fand das 

sog. Hausschaf (Ovies aries), welches von den eurasischen Unterarten des Mufflons ab-

stammt.  

3.1.3. Geräte 

Alle im Laufe der Versuchsreihe verwendeten Geräte sind auf der folgenden Seite in 

Tabelle 4 aufgelistet. 
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Tabelle 4: Versuchsgeräte und Zubehör 

Bezeichnung Bestellnummer Firma 
Pipetten  Eppendorf, Hamburg 
Rollrandgefäße, 80x30mm 47413 Scherf Präzision GmbH, USA 
Rollrandgefäße, 50x30mm 47411 Scherf Präzision GmbH, USA 
Mikroradiografieplatten High Resolution UF Plate 

206K1A 
Microcrome Technology, San Jose 
USA 

Röntgen-Entwickler-Konzentrat 00011 Adefo-Chemie, Nürnberg 
Röntgen-Fixier-Konzentrat 00064 Adefo-Chemie, Nürnberg 
Röntgengerät Super S 100 Philips 
Röntgenfilme  Kodak/Agfa 
Objektträger 50x100x1,5 4151 Exakt Apparatebau, Norderstedt 
Fixationskleber Technovit 7230 
VLC 

5130 Kulzer-Exakt, Norderstedt 

Präzisionskleber Technovit 7210 
VLC 

5110 Kulzer-Exakt, Norderstedt 

Band-Trennschleifsystem Macro 
Exakt 310 

3602 Exakt Apparatebau, Norderstedt 

Trennband 0,1mm/D64/Makro 3441 Exakt Apparatebau, Norderstedt 
Trennband 0,2mm/D64/Makro 3445 Exakt Apparatebau, Norderstedt 
Trennband 0,3mm/D126/Makro 3461 Exakt Apparatebau, Norderstedt 
Mikrometermessschraube 4220 PSI, Laudenbach 
Vacuum-Klebepresse 4210 Exakt Apparatebau, Norderstedt 
Präzisionsschleifgerät  Exakt Apparatebau, Norderstedt 
Schleifpapier K800  PSI, Laudenbach 
Schleifpapier K1200  PSI, Laudenbach 
Schleifpapier K2400  PSI, Laudenbach 
Schleifpapier K4000  PSI, Laudenbach 
Kühlschrank  Bosch, Köln 
Eisschrank -20°C  Bosch, Köln 
Eisschrank -80°C  Forma, Majetta, USA 
Wärmeschrank  Heraeus 
Waage  Sartorius, Köln 
Magnetrührer MR 3001 Heidolph 
Foto-Makroskop M 400 Wild-Mikroskope 
Fotoautomat MPS 55  Wild/Leitz 
Makroskoplampe MTR 27 Wild/Leitz 
Film Ektachrome 400 Kodak, New York, USA 
Bildanalysesystem Quantimed 600 Leica, Benzheim 
Trimmer   
Einbettungsgefäße   
PH-Meter 766 Calimatic Knicks, Berlin 
Vakuumpumpe  Laboport, Köln 
Exsikator   
Folienschweißgerät Type 381 B Krups, Solingen 
Sterilfilter   
Röntgen-Entwicklungsmaschine  Agfa 
Narkosegerät 11263  Dräger 
Faxitron-Tischröntgengerät  Hewlett-Packard, USA 
OP-Abdeckung  Johnson/Johnson Medical 
Nahtmaterial Vicryl Stärke 2  Ethicon Norderstedt/Germany 
Nahtmaterial Vicryl Stärke 0  Ethicon Norderstedt/Germany 
Nahtmaterial Ethylen Stärke 2/0  Ethicon Norderstedt/Germany 
Knochenwachs  Ethicon Norderstedt/Germany 
Diamantfräse  Biomed, Merck KG Darmstadt 
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3.1.4. Farbstoffe, Chemikalien und Medikamente 

Farbstoffe 

Tabelle 5: Farbstoffe zur Fluoreszenzmarkierung der Versuchstiere 

Bezeichnung/Herstellung Bestell-
nummer 

Firma 

Fluorochrome ansetzen: 
 
Fluorochrome in entsprechender Menge mit 
Ausnahme des Tetracyclins in Aqua dest. lösen, 
unter Rühren pH mit NaOH auf 7,2 einstellen 
und lichtgeschützt lagern. Vor der Injektion die 
Flourochromlösung steril filtrieren. 

  

Flourochrome:   
Calceingrün C-0875 Sigma, Steinheim 
Alizarin-Komplexon A-3882 Sigma, Steinheim 
Tetracyclin (Vibravenös SF) PZN-

3547195 
Pfizer 

Calceinblau 21040 Fluka, Neu-Ulm 
NaOH 1.06495 Merck, Darmstadt 
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Chemikalien, Lösungen und Rezepte 

Tabelle 6: Chemikalien zur Einbettung der Knochenblöcke 

Bezeichnung/Herstellung Bestellnummer Firma 
Formalin nach Lillie:   
100 ml Formaldehyd 37% Lösung (filtriert)           + 1.0399  Merck, Darmstadt 
4g       Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 
(NaH2PO4xH2O)                                                    +
 

720A168646 Merck, Darmstadt 

6,5g   Dinatriumhydrogen-phosphat   (Na2HPO4) 
 

1.06586 Merck, Darmstadt 

ad 1000 ml Aqua dest.  RWTH Aachen 

PH auf 7,0 einstellen   

MMA (rein):   

Methylmetacrylat    1.12244 Merck, Darmstadt 

MMA (Gemisch):   

500 ml Methylmetacrylat      + 1.12244 Merck, Darmstadt 

3g        -Azoisobutyronitril  + 8.011595.0250 Merck, Darmstadt 

5 ml     Dibutylphtalat           + 8.00910.1000 Merck, Darmstadt 

Mischen und gekühlt aufbewahren   

Toluidin-Blau Färbung:   

1.   Schliff mit 1:1 Gemisch 100% Alkohol/Azeton    
abwischen 

  

2.   5 min in H2O2 (30%) schwenken 1.08597.1000 Merck, Darmstadt 

3.   mit Leitungswasser abspülen   

4.   15 min mit Toluidin-Blau Lösung färben   

5.   mit Leitungswasser abspülen   

Herstellen der Lösung:   

Lösung A und B mischen und 2x filtrieren   

Lösung A:   

800 ml Aqua dest.       +  RWTH Aachen 

8g       Na-Tetraborat  + 1.06306 Merck, Darmstadt 

8g      Toluidin-Blau O T3260 Sigma, Steinheim 

15 min mit Magnetrührer mischen   

Lösung B:   

200 ml Aqua dest.  +  RWTH Aachen 

2g       Pyronin G    + 83200 Fluka, Neu-Ulm 

15 min mit Magnetrührer mischen   

Alkohole  Hausapotheke RWTH 
Aachen 

Azeton  Hausapotheke RWTH 
Aachen 
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Medikamente 

Tabelle 7: Verwendete Medikamente 

Medikament Bestellnummer Firma 
Äther pro inhalationem  Merck 
Narcoren (Phenobarbital, 16g/100ml) 9307 Rhone Merieux, Laupheim 
Ketamin (Ketaminhydrochlorid) 28185.00.00 Sanofi-Ceva, Düsseldorf 
Rompun 2% (Xylazinhydrochlorid) 826524 Bayer, Leverkusen 
Ampi-Sleecol (Ampicillin) GB91327 Albrecht, Aulendorf 
Halothan P2116665 Hoechst, Frankfurt 
KCL (Kaliumchloridlösung)  Braun, Melsungen 
Atropinum sulfuricum solutum 1% 88205 WDT, Garbsen 
Dopram (Doxapramhydrochlorid) L009A/3/93 Albrecht, Aulendorf 
Novaminsulfon TU947077 Albrecht, Aulendorf 
Ringer-Lactat-Lösung  Braun, Melsungen 
Betaisodona (Polyvidon-Iod-Komplex)   

 

 

3.2. Methoden 

3.2.1. Operation 

Präoperative Vorbereitung 
Am präoperativen Tag wurden die Schafe in Einzelhaltung ohne Einstreu in der tierexpe-

rimentellen Einrichtung des Universitäts-Klinikums der RWTH Aachen aufbewahrt. Die 

Defektsetzung erfolgt am rechten sowie linken Femur. Vor Beginn der Operation erhielten 

die Tiere eine perioperative Antibiotikaprophylaxe von 10 ml Ampicillin intramuskulär. Zu-

sätzlich wurden präoperative Röntgenaufnahmen von beiden Oberschenkelknochen in 

zwei Ebenen angefertigt. Vor dem Einbringen einer Venenverweilkanüle in eine Ohrvene 

wurden die Tiere durch die intramuskuläre Injektion von 1 ml Atropin und 5 ml Rompun 

sediert. Nach dem Einsetzen der Sedation wurde dann die Venenverweilkanüle eingesetzt 

und es folgte die Injektion von 10 ml eines 1:1 Gemisches von Phenobarbital (Narcoren, 

16g Phenobarbital/100 ml Lösung, Rhone Merieux, Laupheim) und Aqua pro injektionem. 

Danach erfolgte dann zügig die endotracheale Intubation mit 8,5 mm dicken, blockbaren 

Tuben, sowie das Legen der Magensonden als Aspirationsprophylaxe. Es erfolgte eine 

ständige Kontrolle der Atmung und falls notwendig, wurde eine assistierte Beatmung mit 

dem Beatmungsbeutel durchgeführt. Nach dem Transport in den OP-Saal wurden die Tie-

re an Narkose- und Beatmungsgerät angeschlossen. Die Narkose wurde mit einem Lach-

gas/Sauerstoff Gemisch und dem Zusatz von 4% Halothan an der Atemluft durchgeführt. 
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Nach kurzer Zeit wurde der Anteil des Halothans auf 0,8 % reduziert. Die Atemfrequenz 

betrug 18 Atemzüge pro Minute, das Atemzugvolumen 500 ml. Zusätzlich wurden die Tie-

re zur ständigen Kontrolle des Pulses, sowie der Sauerstoffsättigung an ein Pulsoxymeter 

angeschlossen. Desweiteren erfolgte eine ständige Kontrolle der Vitalfunktionen und der 

Narkosetiefe. Zur Volumensubstitution wurde den Tieren 500 ml NaCl infundiert. 

OP 
Die Hinterläufe wurden rasiert und mit Betaisodona-Lösung gründlich gewaschen. Eine 

Lagerung und Fixierung der Schafe erfolgte entsprechend der Defektsetzung in Rückenla-

ge auf dem OP-Tisch. Anschließend wurden die Knie beider Hinterläufe mit Braunoderm 

desinfiziert und steril abgedeckt. Das weitere Vorgehen fand unter streng sterilen Bedin-

gungen statt. Hautschnitt an der medialen Seite zwischen Patella und Femurkondylus. Als 

nächstes darstellen des lateralen Patellarandes und scharfes Durchtrennen des subkuta-

nen Bindegewebes, der Sehnenansätze und der Gelenkkapsel. Als nächstes Medialisie-

rung der Patella und Darstellung des Patellagleitlagers. Mit der Diamant-Hohlfräse wurde 

nun ein 1 cm tiefer Defekt in die distale Femurepiphyse gefräst, wobei der Defekt ca. 2 cm 

vom Kreuzbandansatz in ventro-cranialer Richtung entfernt war, sich also in einem nicht 

belasteten Teil der Gelenkfläche befand. Der Knochenzylinder wurde nun mit einem Ex-

traktor aus dem Defekt entfernt (siehe Abbildung 5 und Abbildung 6). 
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Abbildung 5: Defektbohrung mit Diamant-Hohlfräse 

 

 

Dieser Defekt wurde nun mit Hyaluronsäure, Hyaluronsäure + BMP2, oder Hyaluronsäu-

re + bFGF aufgefüllt (siehe Kap. 3.1.1). Zusätzlich wurden in einer Kontrollgruppe die De-

fekte als  Leerdefekte belassen oder mit Spongiosaspänen aufgefüllt. Der entnommene 

Knochenzylinder diente hierbei als Ausgang für die Gewinnung der autologen Spongiosa. 

Der Knochenzylinder wurde zunächst in einer sterilen Schale mit Kochsalzlösung aufbe-

wahrt. Die Spongiosaspäne wurden dann mittels einer Zange von dem Zylinder abge-

trennt, in den Defekt gefüllt und anschließend unter manueller Kompression verdichtet Bei 

der Leerdefektgruppe wurden lediglich die Leerdefekte trepaniert und der Defekt mit steri-

ler NaCl-Lösung gespült. 

Nach der Defektauffüllung wurde der Defekt in allen Gruppen mit Knochenwachs ver-

schlossen. Anschließend ausgiebige Spülung des Gelenkinnenraumes und Reposition der 

Patella. Danach wurde die Gelenkkapsel, das subkutane Bindegewebe und die Haut 

schichtweise mit Einzelknopfnähten verschlossen. Zum Abschluss wurde ein Sprühver-

band aufgebracht und die Naht mit einer sterilen Kompresse abgedeckt. Die Kompressen 

wurden im Hautniveau mit Nähten fixiert. Anschließend erfolgte die Operation der anderen 

Seite in analoger Weise. 
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Insgesamt wurden in unserem Projekt 25 Schafe operiert, die in fünf Gruppen (siehe 

Tabelle 8) unterteilt wurden. 

Abbildung 6: Defektentnahme mittels Extraktor 

 

 

Bei den ersten 10 Tieren wurde der Defekt am linken Femur mit einer Spongiosaplastik 

(Gruppe 1) aufgefüllt und an der rechten Seite als vergleichbare Kontrollgruppe ein Leer-

defekt (Gruppe 2) hinterlassen.  

Die anderen 15 Schafe wurden in die Gruppen 3-5 unterteilt: 

• Gruppe 3: Hyaluronsäure 

• Gruppe 4: Hyaluronsäure + BMP2 

• Gruppe 5: Hyaluronsäure + bFGF 
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Tabelle 8: Einteilung der Versuchsgruppen 

Defektfüllung Einheilungszeit Anzahl 

Gruppe 1: Spongiosaplastik    3 Monate    10 

Gruppe 2: Leerdefekt    3 Monate    10 

Gruppe 3: Hyaluronsäure    3 Monate    10 

Gruppe 4: Hyaluronsäure + BMP2    3 Monate    10 

Gruppe 5: Hyaluronsäure + bFGF    3 Monate    10 

Gesamtanzahl     50 

 

In Gruppe 3 wurden 10 gesetzte Defekte mit 1 cm³ Hyaluronsäure ausgefüllt. Um ein He-

rauslaufen der Hyaluronsäure aus dem Defekt zu verhindern, wurde die Hyaluronsäure 

zwei Tage vor OP-Beginn bei etwa 4°C im Kühlschrank gelagert, womit eine Viskositäts-

erhöhung der Säure erreicht wurde. Abgeschlossen wurde der Defekt wie bei allen ande-

ren Gruppen mit Knochenwachs. Bei der 4. Gruppe wurden 10 gesetzte Defekte am Fe-

mur mit einer Kombination aus in Hyaluronsäure gelöstem BMP2 in einer Konzentration 

von 100 g BMP2/cm³ aufgefüllt und in der 5. Gruppe wurden 10 Defekte mit der Kombi-

nation aus in Hyaluronsäure gelöstem bFGF in einer Konzentration von 100 g bFGF/cm³ 

aufgefüllt. Direkt postoperativ erfolgten radiologische Aufnahmen zur Lagekontrolle des 

Bohrloches.  

3.2.2. Postoperative Versorgung 

Am OP-Tag wurden die Tiere isoliert, unter Nahrungskarenz, in den Ställen der tiermedizi-

nischen Abteilung des Universitätsklinikums der RWTH Aachen gehalten. Nach dem ers-

ten postoperativen Tag wurden die Tiere für eine Woche im Großtierstall gehalten und ve-

terinärmedizinisch betreut. Die Tiere erhielten die ersten fünf postoperativen Tage eine 

tägliche Antibiotikaprophylaxe mit 5ml Ampicillin i.m.. Am 7. postoperativen Tag wurden 

die Tupfer entfernt und die Wunden bzw. die Nähte im Hinblick auf Entzündungen oder 

Heilungsverlauf begutachtet. Da die Tiere in der ersten postoperativen Woche mäßigen 

Schmerzen ausgesetzt waren, konnte eine Linderung durch eine entsprechende Schmerz-
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therapie erzielt werden. Die postoperative Schmerztherapie erfolgte nach Rücksprache mit 

dem Tierarzt mit Novalgin (3x tgl. 6 ml Novaminsulfon) über insgesamt fünf Tage.  Im Rah-

men dieser Injektionen wurden die Tiere regelmäßig körperlich untersucht. Nach ca. 10 

beschwerdefreien Tagen wurden die Tiere dem Schäfer übergeben und dort unter weiterer 

veterinärmedizinischer Kontrolle mit der Herde auf der Weide gehalten. Um die Kno-

chenneubildung zeitlich einordnen zu können, wurde eine polychrome Fluroreszenzmar-

kierung durchgeführt (siehe Kap. 3.2.3). Die Markierungen erfolgten als subkutane Injekti-

onen in die Achseln der Vorderläufe der Tiere. Postoperativ, nach sieben Wochen und 

nach 3 Monaten wurden die Hinterläufe erneut geröntgt, um zu sehen, inwieweit der Bohr-

lochdefekt bereits mit neuem Knochenmaterial verschlossen war (siehe Abbildung 18 und 

Abbildung 19 im Anhang, Kap.8). Die radiologischen Kontrollen wurden unter einer Sedie-

rung der Tiere mit 1 ml Atropin und 5 ml Rompun durchgeführt. Die Röntgenuntersuchun-

gen am Versuchsende wurden post mortem durchgeführt. Die Tötung und Exartikulierung 

der Hinterläufe erfolgte nach 12 Wochen. 

3.2.3. Polychrome Fluoreszenzmarkierung 

Nach Beendigung der Operation erfolgten zusätzlich zu den radiologischen Kontrollen der 

Femurenden polychrome Fluoreszenzmarkierungen der Tiere. Die verabreichten Farbstof-

fe markierten den nach dem Zeitpunkt der Injektion neugebildeten Knochen. In der Aus-

wertung unter dem Fluoreszenzmikroskop (siehe Kap. 3.1.3), konnte später, nach der 

Aufbereitung der Knochendefekte, genau analysiert werden, zu welchem Zeitpunkt nach 

der OP neuer Knochen gebildet wurde. 

Die polychrome Fluoreszenzmarkierung wurde nach folgendem Schema durchgeführt: 

• Gabe von Calceingrün (10 mg/kg KG) nach einer Woche  

• Gabe von Tetracyclin (30 mg/kg KG) nach 4 Wochen  

• Gabe von Alizarinkomplex (Alizarin-Rot) (12 mg/kg KG) nach 7 Wochen  

• Gabe von Calceinblau (30 mg/kg KG) nach 10 Wochen  

  

Die Gabe der Fluorochrome erfolgte subkutan, falls notwendig unter Sedation der Tiere 

mit Rompun (0,3 ml/Tier, i.m, auf 2 ml NaCl). Die oben angegebenen Zeitpunkte beziehen 

sich auf den Tag der Operation. 
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3.2.4. Tötung und Exartikulierung der Hinterläufe 

Drei Monate nach erfolgter Operation wurden die Tiere vom Schäfer zur Einschläferung 

ins tiermedizinische Institut des Klinikums zurücktransportiert. Zuerst erfolgte zur Beruhi-

gung der Tiere eine Prämedikation mit 6 ml Rompun/Tier. Nach Legen eines intravenösen 

Zuganges in die Ohrvene wurden den Tieren 20 ml eines 1:1 Gemisches von Phenobarbi-

tal (Narcoren) mit einer Konzentration von 16g Phenobarbital/100 ml Fertiglösung und  

Aqua pro injektionem injiziert. Zusätzlich wurde den Tieren mindestens 100 mval KCl ge-

spritzt.  Das Auftreten von Herzrhythmusstörungen und der darauf folgende Herzstillstand 

wurden auskultatorisch festgestellt.  

Nach der Freipräparation der Defektstelle konnte der Defekt als Knochenblock (ca. 1,5-2 

cm großer Würfel) aus den Oberschenkelknochen der Tiere mit einer oszillierenden Säge 

herausgesägt werden. Die Tierkadaver wurden im Anschluss von Tierärzten auf mögliche 

Infektionen oder Krankheiten nachuntersucht.  

3.2.5. Computertomographie der Knochenblöcke 

Der Knochenblock sollte natürlich den kompletten Defektausschnitt enthalten und als Si-

cherheitsabstand mit ausreichend altem Knochenmaterial umgeben sein. Um diese Be-

dingungen zu kontrollieren, wurden CT-Bilder (siehe Kap. 8, Abbildung 20) von den ein-

zelnen Knochenblöcken angefertigt. Die Aufnahmen wurden mit einem Philips Tomoscan 

AV, einem Einzeldetektor Spiral-CT, angefertigt, mit dem eine hochauflösende Einzel-

schichtuntersuchung in Schichtkollimation angefertigt werden konnte. Die Präparate wur-

den im Knochenfenster betrachtet. Das CT  wurde auf eine Röhrenspannung von 120KV 

und 200mA bei einer Belichtungszeit von 2,0s eingestellt. Nach Abschluß der Untersu-

chung wurde versucht, sekundäre multiplanare Rekonstruktionen darzustellen. Die Ergeb-

nisse des CT wurden deskriptiv ausgewertet.  

3.2.6. Fixation und Aufbereitung der Knochenproben 

Nach der Gewinnung der Knochenblöcke wurden die Blöcke in einzelnen durchnumerier-

ten Kunststoffbehältern aufbewahrt. Die Becher mit den Präparaten wurden mit Formalin 

aufgefüllt und mit Deckeln luftdicht verschlossen. Als nächstes wurden die Proben für eine 

Woche im Kühlschrank (4°C) gelagert. In dieser Zeit wurde das Formalin täglich ausge-

wechselt. Zur Fixation wurde neutral gepuffertes Formol nach Lillie (Rezept siehe 
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Kap. 3.1.4) verwendet. In diesem weitverbreiteten Rezept wird ein Phosphatpuffer mit 

Formol zu einer 1:10 verdünnten etwa 3,5  %igen Formollösung gemischt. Im nächsten 

Arbeitsgang wurde durch eine zweitägige ununterbrochene Wässerung der Proben die 

Fixierflüssigkeit (Formol) ausgewaschen. Im Anschluss daran mussten die Knochenblöcke 

entwässert werden, weil sie später in ein nicht mit Wasser mischbares Einbettmedium  

übertragen werden sollten. Um dabei ein Zerreißen und Schrumpfen der Proben zu ver-

meiden, sollte die Entwässerung stufenweise erfolgen. In unserem Fall wurden die Blöcke 

in folgender Alkoholreihe schrittweise entwässert: 70-80-90-96-100% iger Alkohol. 

Die Proben wurden in jeder dieser Alkoholstufen fünf Tage lang in den bereits verwende-

ten Kunststoffbehältern bei 4°C im Kühlschrank gelagert. Täglich fand ein Austausch von 

altem Alkohol gegen neuen statt. Zum Abschluss der Alkoholreihe wurden die Knochen-

stücke für 48 Std. in einem Gemisch aus 100 % igem Alkohol und Azeton (50:50) im Kühl-

schrank gelagert. Den Abschluss der Entwässerung bildete eine erneute fünftägige Lage-

rung in 100 % igem Alkohol, der wiederum täglich erneuert wurde.  

Nach der Entwässerung der Präparate wurden nun folgende Schritte zur Einbettung der 

Proben beschritten. Im ersten Einbettungsschritt wurden die Knochen für eine Woche in 

ihren Gefäßen mit Polymethylmetacrylat (MMA) (siehe Kap. 3.1.4) übergossen und für 

weitere fünf Tage im Kühlschrank gelagert. Im zweiten Schritt wurde das reine MMA ge-

gen ein MMA-Gemisch (siehe Kap. 3.1.4) ausgetauscht und die Aufbewahrung bei 4°C 

fortgeführt (5 Tage). Nach diesen fünf Tagen erfolgte die eigentliche Einbettung der Kno-

chenblöcke. Um eine ebene Auflagefläche für die Präparate zu erhalten, haben wir bereits 

während der Entwässerung der Präparate durch die Alkoholreihe eine etwa 1 cm hohe 

Schicht aus Polymethylmetacrylat in neuen luftdicht abschließbaren Glasgefäßen  vorpo-

lymerisiert. In diese bereits vorbereiteten Gefäße konnten nun die Proben mit der geplan-

ten Schnittfläche nach unten gelegt und mit genügend MMA Einbettungsmedium über-

schichtet werden. Eine ausreichende Überschichtung von mindestens 1cm war erforder-

lich, um nach der unvermeidbaren Schrumpfung während der Polymerisation (13-15 %) 

einen ausreichenden Überstand für die Halterung im Schneidegerät zu haben und ein 

Entblößen der Knochen zu vermeiden. Der Polymerisationsvorgang der vorpräparierten 

Glasbehälter erfolgte nach demselben Prinzip wie die eigentliche Einbettung der Proben. 

Zum Abschluss erfolgte ein luftdichter Verschluss der Gefäße, der ein Verdampfen des 
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Mediums verhindern und eine ungestörte Polymerisation gewährleisten sollte. Im letzten 

Schritt wurden die Glasgefäße im auf 37°C erwärmten Wasserbad für mehrere Tage bei 

konstant 37°C im Brutschrank aufbewahrt. In der Regel war die vollständige Aushärtung 

nach max. 7-8 Tagen erfolgt. Fertig ausgehärtete Präparate konnten nach Zerschlagung 

der Glasgefäße gewonnen werden. Der nächste Arbeitsschritt bestand darin, die polymeri-

sierten Knochenblöcke auf eine Größe zu trimmen, die ein Aufkleben auf spezielle Objekt-

träger ermöglichte. Die Kunststoffblöcke wurden mit einem Trimmer in eine quaderähnli-

che Form mit planen Seiten überführt. Die Quader waren so groß, dass der Knochen von 

allen Seiten mit einer etwa 1mm dicken Kunststoffschicht (Einbettungsmedium) überzogen 

war. Als nächstes erfolgte das Aufkleben der Blöcke mit Fixationskleber auf vorher gerei-

nigte Objektträger. Zur Bestimmung der „Nullebene“ wurde ein erster Schnitt getätigt, der 

genau die Ebene des Defektbeginns kennzeichnete. Von dieser sog. „Nullebene“ wurden 

Schnitte mit einer Dicke von 100-120 µm angefertigt. Zum Schneiden der eingebetteten 

Knochenpräparate wurde eine spezielle Säge mit dafür geeigneten Sägeblättern (siehe 

Kap. 3.1.3) verwendet. Insgesamt wurden so viele Schnitte angefertigt, bis das Ende des 

Defektes erreicht war. In der Regel konnten aus einem Knochenblock sieben Schnitte ge-

wonnen werden. Jeder einzelne Schnitt wurde am Schleifgerät  mit Schleifpapier ( Stärke 

2400 ) angeschliffen und dann auf den vorbereiteten Objekträger  mit Präzisionskleber 

aufgeklebt (siehe Kap. 3.1.3). Um das Aushärten sowohl des Fixationsklebers, als auch 

des Präzisionsklebers zu ermöglichen, wurden die Blöcke bzw. Schnitte für acht Minuten 

unter eine UV-Lampe gelegt. Im nun folgenden Arbeitsschritt wurden alle Schnitte an der 

Schleifmaschine auf eine Dicke zwischen 70-100µm mit Papier der Stärke 800 (s. Tab. 

Geräte) heruntergeschliffen. Zum Abschluss wurden die Schnitte poliert (2 Min. mit Papier 

der Stärke 2400 und danach Feinpolitur 3 Min. mit Papier der Stärke 4000) und noch ein-

mal  vermessen. Als nächstes konnten die Fluoreszenzfotografien von jedem einzelnen 

Schnitt angefertigt werden (siehe hierzu Kapitel 3.2.7). Zur Vorbereitung für die Färbungen 

und die mikroradiografischen Aufnahmen mussten die Schnitte noch einmal auf eine Dicke 

von ungefähr 30 µm heruntergeschliffen und poliert werden. 

3.2.7. Histologie und Histomorphometrie 

Zur Vorbereitung auf die histomorphometrische Auswertung wurde aus der Kontrollgruppe 

(Spongiosaplastik/ Leerdefekt) jeweils ein Schnitt pro Präparat ausgewählt (s. Kap. 4.2.1). 
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Dieser Schnitt wurde wie bereits beschrieben auf eine Dicke von 30 µm heruntergeschlif-

fen und poliert. Von jedem Präparat wurde die qualitativ beste Schnittebene ausgewählt 

und vermessen. Als nächstes wurden die Schnitte mit Toluidin-Blau (siehe Kap. 3.1.4) an-

gefärbt und mit einem histomorphometrischen Analysesystem ausgewertet. Die Defekt-

größe und der neu eingewachsene Knochenanteil sind in der Auswertung als dimensions-

los zu betrachten. Der Grund liegt im Analysegerät (Quantimed 600S), das mit seinem 

angeschlossenen Mikroskop aufgrund seiner Vergrößerung die tatsächlichen Defekt-

durchmesser (Ausgangswert 9,4 mm) verfälscht. In der Auswertung ist deshalb das Ver-

hältnis von neu eingewachsenem Knochen bezogen auf die Defektgröße nur in Relation 

zu betrachten. Der Anteil von neu eingewachsenem Knochen wurde somit prozentual er-

mittelt. Das verwendete Gerät (Quantimed 600) bietet die Möglichkeit ein histologisches 

Präparat mit einem Mikroskop zu betrachten und den gewählten Bildausschnitt auf einem 

Bildschirm darzustellen. Aufgrund der Größe des Schafsdefektes konnten die Präparate 

nicht direkt mit dem an das Bildanalysesystem angeschlossenen Mikroskop betrachtet 

werden. Die Abmessung des Schafsdefektes machte es notwendig, die Präparate mit ei-

nem Mikroskop mit geringerer Vergrößerung  abzufotografieren und in einen Computer 

einzuscannen. Die Bilddatei, unter der das Bild dann abgespeichert wurde, konnte dann 

mit einem Computer, mit welchem auch die histomorphometrische Untersuchung durchge-

führt wurde, wieder aufgerufen werden und als Datei in dem Bildanalysesystem geöffnet 

werden. Durch diese Vorarbeit war es möglich, den Defekt, statt nur zu einem Viertel, 

komplett abzubilden und zu analysieren.  

3.2.8. Fluoreszenz-Fotografien 

Nachdem pro Präparat in der Regel sieben Schnitte mit einer Dicke von ungefähr 100µm 

angefertigt wurden, konnten diese Schnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop (siehe 

Kap. 3.1.3) abfotografiert werden. In diesem Arbeitsschritt wurden die subkutan verab-

reichten Farbstoffe als sogenannte Sekundärfluoreszenzen im Mikroskop wahrgenommen. 

Die Fluorochrome markierten neu  entstandenes Knochenmaterial, so dass eine gezielte 

Markierung und Auswertung von neuem Knochen möglich war. Aufgrund ihrer hohen 

Empfindlichkeit wird die Fluoreszenzmikroskopie heute v.a. im Rahmen vielfältiger histo-

chemischer Untersuchungen eingesetzt. Als Lichtquelle werden im Fluoreszenzmikroskop 

Quecksilberdampflampen verwendet, die für eine Anregungsstrahlung in ausreichender 
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Intensität und Wellenlänge sorgen. Ein Erregerfilter filtert aus dem Lampenlicht den Wel-

lenlängenbereich heraus, mit dem das Objekt optimal zur Fluoreszenz angeregt wird, wo-

hingegen die anderen Wellenlängenbereiche zurückgehalten werden. Schließlich wird vor 

dem Okular noch ein Sperrfilter benötigt Dieser unterdrückt überschüssiges Erregerlicht 

und lässt nur das längerwelligere Fluoreszenzlicht hindurch. 

Zuerst wurden von jedem einzelnen Schnitt sogenannte Übersichtsaufnahmen angefertigt. 

Diese Aufnahmen wurden bei 16 facher Vergrößerung gemacht. Da der Defekt bei dieser 

Vergrößerung nicht als Ganzes erfaßt werden konnte, wurde die Übersichtsaufnahme als 

Fotografie der oberen bzw. der unteren Hälfte des Defektes erstellt. Bei auffälligen Bezir-

ken dieser Aufnahmen, d.h., wenn aufgrund der Fluoreszenzbanden neues Knochen-

wachstum vermutet werden konnte, wurden Aufnahmen dieser Bereiche bei stärkeren 

Vergrößerungen (50fach, 100fach oder 200fach) angefertigt. 

3.2.9. Mikroradiografien 

Nach Abschluß der Fluoreszenzfotografien haben wir in unserem Projekt aus jeder der 

Gruppen 3-5 (Ha/Ha+BMP2/Ha+bFGF) eine Übersichtsaufnahme herausgegriffen. Diese 

Aufnahme setzt sich, wie bereits beschrieben, aus zwei Fotografien zusammen, die die 

beiden Hälften des Defektes eines Schnittpräparates erfassen (siehe Kap. 3.2.8). Bei den 

hier ausgewählten Präparaten sollte es sich um Schnitte handeln, bei denen die Fluores-

zenzbanden deutlich und scharf erkennbar, die Defektgrenzen gut abgrenzbar waren, und 

wo es möglicherweise zur Bildung neuer Knochenstrukturen gekommen war. Ziel dieser 

Aufnahmen war es, das Einwachsen von neuem Knochenmaterial im Defekt eindeutig 

ausfindig zu machen. Aus jeder der  Gruppen 3-5 wurde eine Kontaktmikroradiografie er-

stellt (siehe Tabelle 8). 

Für die Aufnahmen wurden spezielle  mit einer Fotoemulsion beschichtete Glasplatten 

verwendet. Auf diese Platten wurden die Präparate mit der zu untersuchenden Präparate-

seite aufgelegt. Der Objekträger zeigte nun nach oben, also in Richtung der Strahlenquel-

le, und die zu untersuchende Fläche zeigte in die entgegengesetzte Richtung, in Richtung 

der Fotoplatte. Das Präparat und die Fotobeschichtung der Glasplatte hatten bei dieser 

Untersuchung direkten Kontakt, so daß es zu keinen Beeinflussungen, im Sinne von z.B. 

Verzerrungen durch divergierende Strahlen kam. Im Rahmen der durchgeführten Untersu-
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chungen wurde eine Röhrenspannung von 65kV angelegt. Die Belichtungszeit betrug 15 

Minuten. Bei diesen Einstellungen zeigte sich eine gute Detailschärfe der Präparate. Nach 

Abschluß der Aufnahmen wurden die Fotoplatten durch Verwendung einer speziellen Ent-

wickler- und Fixierlösung nach den Herstellerangaben weiterverarbeitet. Die gewonnen 

Aufnahmen wurden dann unter dem Mikroskop betrachtet und fotodokumentiert. Die Be-

wertung der Aufnahmen erfolgte ausschließlich deskriptiv.  
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4. Ergebnisse 

4.1. Operationsverlauf und in vivo Befunde 

Die Operationen konnten wie beschrieben durchgeführt werden. Die Defektzylinder konn-

ten mit dem verwendeteten OP-Instrumentarium gut entnommen werden. Die Auffüllung 

der Knochendefekte mit den Composites  (Hyaluronsäure+BMP2, Hyaluronsäure+bFGF) 

sowie der Hyaluronsäure und der Spongiosa war unproblematisch. Der intraoperative Ver-

lauf war komlikationslos. Schon einige Stunden nach der Operation konnten die Tiere wie-

der selbständig aufstehen. Die volle Beweglichkeit der Hinterläufe war jedoch erst nach 

einigen Tagen wieder vorhanden. Ein Tier aus der Leerdefekt-Gruppe erlitt durch ein Ver-

rutschen des Tubus in der Aufwachphase eine fragliche Aspiration von Mageninhalt. Im 

weiteren Verlauf ergaben sich jedoch keine Probleme. Einem Schaf musste wegen post-

operativer Atemdepression ein Atemstimulans (Dopram) verabreicht werden. Bei insge-

samt sieben Tieren aus den ersten beiden Gruppen (Leerdefekte, Spongiosaplastiken) 

kam es zu oberflächlichen Wundinfektionen, die jedoch von alleine ausheilten. Bei zwei 

Tieren aus den ersten beiden Gruppen und bei einem Tier aus der dritten Gruppe (Hyalu-

ronsäure) kam es in der 3. bis 4. postoperativen Woche zu einer Kniegelenksschwellung. 

Diese Ergüsse wurden unter sterilen Bedingungen punktiert. Die Mikrobiologie ergab ein 

steriles Punktat. Im weitern Verlauf waren die Schwellungen rückläufig und die Tiere ob-

jektiv beschwerdefrei. Ein Tier aus den ersten beiden Gruppen  zog sich beim Transport  

zwei Tage vor der Tötung eine Sprungelenksverletzung zu. Bis zu seiner Tötung wurde 

dem Schaf 2x8 ml Novaminsulfon injiziert. Ein Schaf aus der Hyaluronsäure-Gruppe erlitt 

nach der Injektion von Rompun und Calceingrün einen Kreislaufkollaps. Nach wenigen 

Minuten war es jedoch wieder kreislaufstabil. Es erhielt jedoch prophylaktisch Ampicillin 

und Acetylcystein wegen der Gefahr einer Aspirationspneumonie. Im weiteren Verlauf 

konnte sich dies nicht bestätigen. Der postoperative Verlauf der übrigen Schafe war unauf-

fällig. Alle Tiere konnten in die Auswertung miteinbezogen werden. 
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4.2. Untersuchung des Knochendefektes 

4.2.1. Histomorphometrische Auswertung 

Wie bereits im Kapitel 3.2.6 beschrieben, wurde aus der Kontrollgruppe (Spongio-

saplastik/Leerdefekt), jeweils ein Schnitt pro Präparat ausgewählt. Um die Ergebnisse der 

histologischen Untersuchung quantifizieren zu können, wurde eine histomorphometrische 

Untersuchung mit dem Quantimed 600, einem halbautomatischen Bildanalysesystem, 

durchgeführt. Die Gruppen 3-5 (siehe Kap.3.2.1) sollten entsprechend der Kontrollgruppen 

aufgearbeitet werden. Da jedoch bereits auf den Fluoreszenzfotografien makroskopisch 

kein Einwachsen von neuem Knochen im Defekt zu sehen war, wurde nur exemplarisch 

aus jeder der drei Gruppen ein Schnitt ausgewählt (siehe Kap. 4.2.2). Von diesen wurde 

eine mikroradiografische Aufnahme erstellt und eine Toluidin-Blau Färbung angefertigt. 

Auch hier waren bereits makroskopisch eindeutige Schlüsse zu ziehen. Der Defekt hatte 

noch seine kreisrunde Ausgangsform und war komplett unausgefüllt. Die histomorpho-

metrische Auswertung erübrigte sich bei diesen Gruppen.  

Da die Auswertung der Gruppen 3-5 (Hyaluronsäure, Hyaluronsäure+BMP2, Hyaluronsäu-

re+bFGF) kein Einwachsen von neuem Knochenmaterial ergab, machte es nur Sinn, die 

Kontrollgruppe, d.h. die Spongiosaplastiken (Gruppe 1) und die Leerdefekte (Gruppe 2), 

histomorphometrisch auszumessen (siehe Tabelle 9 und Tabelle 10).  
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Auswertung der Kontrollgruppen: 

Spongiosaplastiken (Gruppe 1) 

Die folgende Tabelle 9 zeigt den Zuwachs von neuem Knochen und bereits implantiertem 

Knochen bezogen auf die ursprüngliche Defektgrösse.  

Tabelle 9: Auswertung der Spongiosaplastiken 

Präparat1) Defektgröße Neuer Knochen Anteil an neuem Knochen 
in % 

1 l 2,29 0,27 11,79 
2 l 2,19 0,35 15,98 
3 l 2,43 0,5 20,58 
4 l 2,12 0,43 20,28 
5 l 2,31 0,43 18,61 
6 l 2,34 0,57 24,36 
7 l 2,18 0,53 24,31 
8 l 2,59 0,57 22,01 
9 l 2,57 0,56 21,79 
Gesamt   19,97 

1)  Präparatenummer, l = linker Femur  
   
 

 

Bei den Spongiosaplastiken ist im Mittel ein Knochenzuwachs von 19,97 % ± 3,81 % zu 

verzeichnen, wobei der Messwert die Anteile von implantiertem Knochen und neu gebilde-

tem Knochen zusammenfasst. Makroskopisch  scheint der Defekt mit neuem Knochenma-

terial durchbaut, wobei noch die ursprünglichen Defektgrenzen zu erahnen sind. Im Bild-

anhang (siehe Kap.8, Abb. 8) wird eine Spongiosaplastik  als Toluidin-Blau Färbung aus 

der Kontrollgruppe demonstriert. Eine nahezu vollständige knöcherne Integration ist deut-

lich zu erkennen. 
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Leerdefekte (Gruppe 2) 
Die folgende Tabelle 10 stellt das Verhältnis von neuem Knochen bezogen auf die ur-

sprüngliche Defektgröße dar. 

Tabelle 10: Auswertung der Leerdefekte 

Präparat 1) Defektgröße Neuer Knochen Anteil an neuem Knochen 
in % 

1 r  1,93 0.07 3,63 
2 r 2,06 0,08 3,88 
3 r 2,18 0,11 5,04 
5 r 2,25 0.08 3,56 
6 r 1,97 0,09 4,57 
7 r 2,24 0,18 8,04 
9 r 2,26 0,16 7,08 
Gesamt   5,11 

1) Präparatenummer, r = rechter Femur   
   
 

 
Bei den Leerdefekten ist im Mittel ein Knochenzuwachs von 5,11 % ± 1,64%  zu verzeich-

nen. Im Bildanhang (siehe Kap. 8, Abb. 7) wird ein Leerdefekt als Toluidin-Blau Färbung 

aus der Kontrollgruppe demonstriert. 

 

4.2.2. Auswertung der Fluoresenz-Fotografien 

Wie bereits in Kap. 3.2.3 beschrieben, wurden den Tieren postoperativ in bestimmten Ab-

ständen Farbstoffe subkutan injeziert. Ziel dieser Markierung sollte es sein, anhand neu 

gebildeter Fluoreszenzbanden im Defekt sowohl qualitativ, als auch quantitativ auf die Bil-

dung von neuem Knochenmaterial zu schließen. Zusätzlich sollte es möglich sein, anhand 

der Abstände der verabreichten Farbstoffe, Zeitpunkte festzulegen, in denen der neue 

Knochen in den Defekt eingewachsen war. 

Aus jeder Gruppe wird im Kapitel 8 ein kompletter Defektausschnitt als Fluoreszenzfoto-

grafie präsentiert. Zur Demonstration ist die 6. Schnittebene (ca. 7-8 mm Entfernung von 

der sog. Nullebene, siehe Kap. 3.2.5.) am besten geeignet. In dieser Ebene war bei allen 

Präparaten der Defekt mittig angeschnitten und klar abgrenzbar. In dieser Ebene war kein 

Knochenwachs mehr im Defekt auszumachen. In den tiefergelegenen Schnitten (7. 

Schnittebene und tiefer) war zumeist das Ende des gesetzten Defektes erreicht und somit 

keine klare Zuordnung zwischen altem Knochenmaterial und eigentlichem Defekt auszu-
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machen. Im Bildanhang (siehe Kap. 8, Abbildung 9,10,11) sind die Fluoreszenzfotografien 

in der Übersichtsaufnahme aufgeführt. Die Übersichtsaufnahmen setzen sich aus oberer 

bzw. unterer Hälfte des Defektes zusammen und zeigen den kompletten Defekt bei 16-

facher Vergrößerung. Die drei vorgestellten Fluoreszenzfotografien stehen stellvertretend 

für die  Fotografien aller Versuchsgruppen. 

In den Übersichtsaufnahmen ist makroskopisch der zentral gelegene Knochendefekt zu 

erkennen und die Defektgrenzen sind deutlich vom umgebenden alten Knochenmaterial 

abzugrenzen. Der Defekt hat noch seine ursprüngliche kreisrunde Form. Im Defekt selber 

sind keine Fluoreszenzbanden erkennbar. Der Durchmesser des Loches entspricht dem 

Durchmesser des gesetzten Bohrlochdefektes (Durchmesser 9,4mmm). Aufgrund der 

makroskopisch eindeutigen Defektbeurteilung schien eine exakte histomorphometrische 

Auswertung nicht sinnvoll und nicht aussagekräftig zu sein. Es liegt nach wie vor ein kom-

plett unausgefüllter Knochendefekt vor. Dies lässt den Schluss zu, dass es in dem Zeit-

raum zwischen Operation und Tötung der Tiere zu keinem Einwachsen von neuem Kno-

chenmaterial gekommen ist.  

4.2.3. Auswertung der Mikroradiografien und Toluidin-Blau Färbungen 

Von den in Kapitel 4.2.2 verwendeten Präparaten sind Mikroradiografien und Toluidin-Blau 

Färbungen angefertigt worden. Sie zeigen den kompletten Defektausschnitt in der Über-

sicht (6,3-fache Vergrößerung). Es sind auch hier Schnittebenen aus tiefergelegenen De-

fektbereichen ausgewählt worden. Jede Aufnahme steht wiederum stellvertretend für eine 

der Versuchsreihen. Im Anhang (siehe Kap. 8, Abb. 12 bis 17) sind die Mikroradiografien 

bzw. Toluidin-Blau Färbungen in der Übersicht präsentiert. Auch hier zeigt sich kein neues 

Knochenmaterial. Wie schon bei den Fluoreszenzfotografien ist der ursprünglich gesetzte 

Defektbereich eindeutig zu identifizieren. Makroskopisch läßt sich mit ausreichender Si-

cherheit ein kreisrunder und leerer Bereich identifizieren. Eine histomorphometrische Ver-

messung würde hier keine anderen Ergebnisse liefern. 

Zusammenfassend ist also auch hier keine Knochenneubildung zu verzeichnen. 
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4.2.4. Röntgenuntersuchungen 

Im Verlauf der Studie wurden die Tiere insgesamt drei Röntgenuntersuchungen unterzo-

gen. Die Aufnahmen wurden im Anschluß an die Operation, nach sieben Wochen und 

nach der Tötung der Tiere nach drei Monaten gemacht. Sie dienten der Beurteilung des 

Einwachsens von neuem Knochen und möglicher Anzeichen von Umgebungsreaktionen. 

Bei der Analyse der postoperativen Röntgenbilder zeigte sich in allen Gruppen die korrek-

te Lage des Defektes im Bereich der distalen Femurepiphyse. In der Gruppe der Spongio-

saplastiken zeigten sich die Defekte in einer Röntgendichte, welche vergleichbar mit der 

Dichte des umgebenden Knochens war. Die Betrachtung der späteren Röntgenbilder zeig-

te in der Gruppe der Leerdefekte keine deutlichen Unterschiede im Vergleich zu der post-

operativen Röntgenuntersuchung, die mit der Spongiosaplastik gefüllten Defekte waren 

kaum noch vom umgebenden Knochen zu unterscheiden. Beim Vergleich der postoperati-

ven Röntgenbilder der Gruppen 3-5 (Hyaluronsäure, Hyaluronsäure+BMP2 und Hyaluron-

säure+bFGF) mit den späteren Aufnahmen waren ebenfalls keine größeren Unterschiede 

erkennbar (siehe Kap. 8, Abbildung 18,19). In allen Gruppen konnten sowohl postoperativ 

als auch später keine Hinweise auf größere Umgebungsreaktionen gefunden werden. 
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5. Diskussion 

Es ist bisher nicht gelungen, eine Substanz bzw. ein Materialgemisch zu entwickeln, dass 

nach der Implantation in den menschlichen Körper eine dem autogenen Knochentrans-

plantat auch nur ähnliche Aktivität entfalten kann. Bis heute stellt die autologe Spongio-

saplastik den Goldstandard für Knochenersatzstoffe dar, so daß sich jeder neu entwickelte 

und untersuchte Knochenersatzstoff an diesem Standard messen lassen muß. Bis zu die-

sem Zeitpunkt ist es noch nicht gelungen, einen sogenannten „idealen Knochenersatz-

stoff“ zu entwickeln, der regelmäßige Verwendung bei orthopädischen oder unfallchirugi-

schen Operationen findet und die bisher als Goldstandard geltende Spongiosaplastik er-

setzen oder ergänzen kann. Die Ursachen dafür, dass dieser Knochenersatzstoff, ge-

schweige denn das angestrebte Ziel der Beschleunigung der Knochenheilung nicht er-

reicht werden konnten, sind vielfältig. Ein idealer Knochenersatzstoff sollte folgende An-

forderungen erfüllen können: 

• biokompatibel 

• osteokonduktiv 

• osteoinduktiv,  bzw. zumindest osteostimulativ 

• resorbierbar/biodegradabel 

• sterilisierbar 

• in ausreichender Menge verfügbar 

• biomechanisch belastbar 

Zurzeit gibt es noch kein allseits akzeptiertes Tierversuchsmodell. Trotzdem setzt sich 

langsam die Erkenntnis durch, dass Substanzen für den Knochenersatz in standardisier-

ten Versuchsanordnungen überprüft werden sollten. Dazu muss definiert werden, welche 

Spezies, Alter und Geschlecht der Versuchstiere am besten geeignet wären (Rueger et al. 

(1996)). Das in unserem Projekt verwendete Tiermodell ist bereits 1993 von Schnettler 

erfolgreich eingesetzt worden. In unserem Projekt wurden ausgewachsene (ein Jahr alte), 

weibliche Schafe als Versuchstiere ausgewählt. Auch wenn der Knochenstoffwechsel des 
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Schafes im Vergleich zum Menschen beschleunigt ist, lässt das Schafsmodell aufgrund 

der ähnlichen Knochenstruktur und einem somit vergleichbaren Knochenstoffwechsel eine 

Übertragung auf den Menschen zu. 

Grundvoraussetzung bei der Untersuchung von Knochendefekten am Tiermodell ist ein 

Defekt sogenannter kritischer Größe. Darunter versteht man, daß es sich hierbei um einen 

Defekt handelt, welcher innerhalb von sechs Monaten nach der Anlage des Defektes nicht 

ausheilt, bzw. nicht signifikant mit Knochen ausgefüllt wird. Übertragen auf unser Schafs-

modell müßte ein solcher Defekt bei einer Einheilungszeit von 3 Monaten einen Durch-

messer von 18-20mm aufweisen (Lindholm et al. (1988)). In unserer Versuchsreihe liegt 

der Defektdurchmesser mit 9,4 mm deutlich unter dieser geforderten Größe. Im beobach-

teten Zeitraum von 12 Wochen konnte jedoch bei der Auswertung der Leerdefekte gezeigt 

werden, dass es trotz des geringeren Defektdurchmessers zu keiner knöchernen Füllung 

des Defektes gekommen war. Aus diesem Grund scheint der Knochendefekt also eine 

kritische Größe zu haben. Ob es bei einer deutlichen Verlängerung der Studie zu einer 

Ausfüllung des Defektes mit neuem Knochenmaterial gekommen wäre, lässt sich anhand 

unserer Ergebnisse nicht beurteilen. Als nächstes stand zur Diskussion, welches eine ge-

eignete Stelle zur Implantation des Knochenersatzmittels sein könnte. Wir entschieden 

uns für die distale Femurepiphyse beim Schaf, weil an dieser Stelle der Defekt belas-

tungsstabil ist. Belastungsstabil heißt, hier ist ein ruhiges und stabiles Implantatlager, also 

ein Implantatlager in dem keine Mikrobewegungen stattfinden, anzutreffen, welches eine 

Voraussetzung für die knöcherne Einheilung von  Knochenersatzstoffen ist. Bei der Auffül-

lung von Defekten in instabilen Bereichen, kommt es oft zu der Ausbildung von Pseu-

darthrosen. Fragen nach der Art des in einem „idealen“ Versuchsaufbau zu untersuchen-

den Knochenersatzmittels – biologisch, synthetisch, Composite – blieben dabei bisher un-

berücksichtigt. 

Wie bereits in Kapitel 2.2 erläutert wurde, können die komplexen Formen der Knochenbil-

dung und -regeneration, Osteoinduktion und  Osteostimulation zurzeit mit keiner auf dem 

Markt angebotenen Ersatzsubstanz mit ausreichender Sicherheit im menschlichen Kno-

chen hervorgerufen werden. Versucht man einzelne Effekte – Angiogenese, Zellmigration, 

Zellinduktion, u.a.-, die diesen komplexen Reaktionen zugrunde liegen, zu beschreiben, so 

kann dies bisher nur partiell nachgeahmt werden. Da die exakten Steuerungsmechanis-
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men für die an der Knochenregeneration beteiligten Zellen noch nicht vollständig aufge-

klärt sind, ist ihre gezielte Beeinflussung zurzeit nicht möglich. 

Die Spongiosaplastik stellt bis heute immer noch den sogenannten „Goldstandard“ dar. 

Sie ist jedoch nicht als ideal zu bezeichnen und weist ebenfalls eine Vielzahl von Proble-

men auf (Notwendigkeit eines Zweiteingriffs, Infektionen, limitierte Vorräte, Schwierigkeit 

der Behandlung großer knöcherner Defekte, postoperative Schmerzen etc.) (Niedhart et 

al. (2003)). Ziel unter den Entwicklern von Knochenersatzstoffen muss es also sein, einen 

Ersatzstoff zu entwickeln, der dem der Spongiosaplastik überlegen oder zumindest eben-

bürtig ist. Nach dem heutigen Stand der Forschung kann ein solcher nur, wie im Kapi-

tel 2.4 beschrieben, in Form eines Composites zusammengesetzt sein. 

Die osteoinduktive Wirkung von BMP2 ist seit längerem bekannt und wurde in Tierversu-

chen nachgewiesen (Marshall et al. (1983)). Hierbei wurde die heterotope Osteoinduktion 

durch Einbringen von BMP2 in das subkutane Fettgewebe und die orthotope Induktion 

durch dessen Einbringen in Knochendefekte belegt (Alan und Yasko (1992), Chen et al. 

(1991)). Auch die osteostimulierende Wirkung von bFGF ist seit längerem aus Zellkultur-

experimenten bekannt. In Tierversuchen wurde die heterotope Stimulation mit deminerali-

sierter Knochenmatrix als Trägersubstanz sowie orthotop mit nicht auflösbaren Hydro-

xylapatitkeramiken nachgewiesen (Kawaguchi et al. (1994), Nakamura et al. (1995)). 

In diesem Projekt sollten somit diese beiden Proteine die osteostimulierenden bzw.     

osteoinduktiven Komponenten des neuen Composites darstellen. Als Trägersubstanz 

wurde Hyaluronsäure und nicht das vielfach getestete Hydroxylapatit verwendet. Hyalu-

ronsäure hat eine Reihe entscheidender Vorteile gegenüber anderen Trägersubstanzen. 

Ein ganz entscheidender Vorteil der Hyaluronsäure ist z. B. der Applikationsweg. Hyalu-

ronsäure ist als visköses Gel beliebig verformbar und ideal von perkutan ins Einsatzgebiet 

(Frakturbereich, Knochenzyste, osteoporotische Knochenbereiche, etc.) zu applizieren 

(Radomsky et al. (1999)). Diese Form der Anwendung bietet zahlreiche Vorteile gegen-

über den bisher üblichen Methoden der Knochenimplantation. Die perkutane Anwendung 

stellt ein minimal invasives Verfahren dar. Folge dieser Anwendung gegenüber der her-

kömmlichen Methode (z.B. Spongiosaplastik) ist, dass eine signifikante Reduzierung der 

Infektionen wahrscheinlich erscheint. Der relativ kleine Eingriff ermöglicht es dem Patien-

ten, sich schnell zu erholen und so früh wie möglich eine entsprechende Rehabilitation zu 
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beginnen. Das Ziel jeder Knochendefektbehandlung sollte es sein, so schnell wie möglich 

die Ausgangsfunktionen wiederherzustellen oder zumindest annähernd herzustellen und 

eine übermäßig lange Immobilisation zu vermeiden. 

Was die chemischen Aspekte der Hyaluronsäure betrifft, so bietet die Hyaluronsäure idea-

le Voraussetzungen als Trägersubstanz für perkutane Injektionen. Das Vorliegen der Hya-

luronsäure als Lösung eines hochviskösen Gels stellt eine Diffusionsbarriere für die sie 

enthaltenden Wachstumsfaktoren (BMP/bFGF) dar. Die Wachstumsfaktoren werden also 

erst an der Stelle freigesetzt, an der sie ihre Wirkung entfalten sollen, d.h. direkt am Ziel-

gebiet, dem Knochendefekt (Radomsky et al. (1999)). Vorausgehende Studien haben ge-

zeigt, dass sich eine Kombination aus Hyaluronsäure + Wachstumsfaktor als brauchbar 

erwiesen hat. Arbeiten an Ratten zeigen, dass es bei subperiostaler Injektion von einem 

Hyaluronsäure-Gel, dem kein Wachstumsfaktor beigemischt wurde, zu keiner Knochen-

neubildung gekommen ist (Radomsky et al. (1997)). Zudem konnte in experimentellen  

Arbeiten an Kaninchen nachgewiesen werden, dass Trägersysteme aus Hyaluronsäure + 

bFGF zu deutlich besseren Ergebnissen bei der Frakturheilung führen, als ein Composite 

bestehend aus bFGF + einer Fibrin-Gel Lösung (Radomsky und Thompson (1998)). Auch 

die alleinige Injektion von FGF bei einer Frakturstudie an Ratten zeigte keine überzeugen-

den Ergebnisse bei der Frakturheilung. Der Frakturkallus war bei den mit FGF behandel-

ten Tieren größer, die Durchbauung mit Geflechtknochen dagegen dauerte länger als bei 

der unbehandelten Vergleichsgruppe (Jingushi et al. (1990)). In diesem Modell wurde   

allerdings der Wachstumsfaktor aFGF anstatt von bFGF verwendet. Auch  in zwei weite-

ren Studien von Nakamura und Kawaguchi, die ebenfalls Frakturen durch Injektion mit 

bFGF behandelt haben, konnte eine signifikant beschleunigte Frakturheilung nachgewie-

sen werden (Nakamura et al. (1998) und Kawaguchi et al. (1994)).   

In zahlreichen Projekten ist nur die Wirkung der Einzelkomponenten des hier verwendeten 

Composites untersucht worden. Eine Arbeit von Huang hat z.B. die positive Wirkung von 

Hyaluronsäure, abhängig von ihrem Molekulargewicht und ihrer Dosierung, auf den Kno-

chenstoffwechsel beschrieben (Huang et al. (2003)). In unserer Studie sind die Einzel-

komponenten eingebunden als Bestandteile eines Composites beobachtet worden. Die  

Idee war, dass sich die auf die Knochenbildung günstigen Effekte der Einzelsubstanzen 

gegenseitig ergänzen und synergistisch wirken. Dies stellt einen bedeutenden Unterschied 
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hinsichtlich anderer Studien dar. Parallelen dieser Studie sind zu einer Arbeit von Ra-

domsky und Mitarbeitern (1997) zu ziehen. Er verwendete in seiner Studie ein Composite 

bestehend aus Hyaluronsäure und bFGF in unterschiedlichen Konzentrationen. Im Ge-

gensatz zu dieser Studie setzte er jedoch keinen Knochendefekt kritischer Größe, d.h. 

sein Defekt wäre im Laufe der Zeit wieder von alleine mit Knochenmaterial verschlossen 

worden. Dies ist ein entscheidender Unterschied, denn es ist von großer klinischer Rele-

vanz, auch Defekte kritischer Größe schnellstmöglich und patientenschonend mit eigenem 

Knochen zu durchbauen. Zusätzlich konnte bei dieser Arbeit nicht auf die Effekte der Ein-

zelkomponenten (d.h. vor allem auf die Komponente Hyaluronsäure) geschlossen werden, 

da nur das Composite als Ganzes untersucht wurde. Auch eine tierexperimentelle  Studie  

von Arosarena hat gezeigt, dass ein Composite aus Hyaluronsäure und BMP2 zu einem 

verstärkten Knochenwachstum geführt hat. Er  füllte in seiner Untersuchung Knochende-

fekte an der Mandibula von 16 Ratten mit Composites bestehend aus BMP2 und Hyalu-

ronsäure bzw. BMP2 und einer Verbindung aus Kollagen, Hydroxylapatit und Trikalzi-

umphosphat auf (Arosarena et al. (2005)). Auch hierbei handelte es sich nicht um Defekte 

kritischer Größe. 

Ein Kriterium, Hyaluronsäure auszuwählen, war, dass Hyaluronsäure nicht nur als reine 

Trägersubstanz sogenannten osteokonduktiven Fähigkeiten genügt, sondern wie durch 

die grundlegenden Arbeiten von T. Sasaki und C. Watanabe gezeigt, bemerkenswerte 

osteostimulierende Eigenschaften aufweist. Diese Studie sowie die vielfältigen Einsatzge-

biete in der Klinik (siehe Kap. 2.3.3) gaben den Ausschlag, Hyaluronsäure sowohl als Trä-

gersubstanz mit ihren guten osteokonduktiven Eigenschaften, als auch als osteostimulie-

rende Komponente einzusetzen (Sasaki und Watanabe (1995)). Ein Kriterium für den Ein-

satz von Hyaluronsäure als Trägersubstanz anstatt eines Hydroxylapatitzementes beruht 

auf folgenden Überlegungen: Hydroxylapatitzement ist nach dem Aushärten nicht ver-

formbar. Bei instabilen Verhältnissen kann es zu einem „Zerbröseln“ des Zementes mit 

nachfolgendem Defekt kommen. Hyaluronsäure dagegen hat aufgrund seiner viskösen 

und elastischen Eigenschaften den Vorteil, bei Belastung leicht nachzugeben, bei Entlas-

tung jedoch die ursprüngliche Form wiedereinzunehmen und so den Defekt stets auszufül-

len. Hervorzuheben ist in dieser Diskussion die ausgesprochen gute Biokompatibilität der 

Hyaluronsäure. Diese und die hervorragende Eignung als bioaktives Implantatmaterial 

wurde bereits in Kap. 2.3.2 ausführlich beschrieben. 
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Aufgrund dieser hier diskutierten Eigenschaften wird davon ausgegangen, dass mit dieser 

Arbeit ein in dieser Konstellation bisher noch nicht bekanntes Composite entworfen wor-

den ist. Die gute Biokompatibilität, die Fähigkeit, Zelldifferenzierung und Zellmigration po-

sitiv zu beeinflussen (siehe Kap. 2.3.2) bzw. die osteostimulierenden Eigenschaften und 

die Tatsache, dass in den Defekt injizierte Hyaluronsäure komplett und schnell vom um-

gebenden Gewebe resorbiert wird, lassen diese Substanz als äußerst interessant erschei-

nen. 

Die Ergebnisse der Kontrollgruppen zeigen in beeindruckender Weise, dass bei den 

Spongiosaplastiken, im Vergleich zu den Leerdefekten, trabekulärer Knochen in dem De-

fekt vorhanden war und der Defekt in dem umliegenden Knochen fast nicht auszumachen 

war. Eine Unterscheidung zwischen implantiertem und neu gebildetem Knochen war zwar 

nicht möglich, es zeigte sich jedoch, dass der implantierte Knochen mit dem umgebenden 

Knochenmaterial zusammengewachsen war und zwischen den beiden Knochenanteilen 

keine Spaltbildung und keine Osteolysen nachgewiesen werden konnten.  

Die Ergebnisse der Gruppen 3-5 (Hyaluronsäure, Hyaluronsäure+BMP2 und Hyaluronsäu-

re+bFGF) sind leider nicht zufriedenstellend. Es hat keine Bildung von neuem Knochen-

material stattgefunden, obwohl in den erwähnten Studien ausreichende Hinweise auf ei-

nen erfolgversprechenden neuen Knochenersatzstoff aufgeführt sind. Die Studie bestätigt 

stattdessen, dass die Spongiosaplastik immer noch den aktuellen „Goldstandard“ darstellt. 

Allen nachfolgenden Studien kann diese Arbeit als wegweisender Begleiter zur Erfor-

schung eines effektiveren Composites dienen. Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist 

(entgegen einer Reihe von Literaturhinweisen (siehe Kap. 2.3.4)), dass  alleine in den 

Knochendefekt injiziert Hyaluronsäure nicht zu einer Neubildung von Knochen führt. 

Die Ergebnisse dieser Studie können durch verschiedene mögliche Erklärungen begrün-

det werden. 

Beginnend mit dem Wachstumsfaktor bFGF wäre ein Erklärungsansatz, dass das bFGF 

keine ausreichend osteostimulative Wirkung hatte, d.h. dass die Osteoblasten nicht aus-

reichend zum Wachstum stimuliert wurden. Anhand der Literatur konnte jedoch gezeigt 

werden, dass das verwendete bFGF (Niedhart et al. (2004)) osteostimulative Eigenschaf-

ten besitzt und somit für die Durchführung der Studie geeignet war. Eine weitere Erklärung 
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könnte sein, dass die Dosis der Wachstumsfaktoren möglicherweise nicht die Richtige 

war. In der Studie von Aspenberg  konnte gezeigt werden, dass eine sehr hohe Konzent-

ration des bFGF zu einem verminderten Knochenwachstum führt, wohingegen niedrigere 

Dosen des bFGF mit dem gleichen Trägermaterial, demineralisierter Knochenmatrix, zu 

einer verstärkten Knochenbildung führen. Für sehr niedrige Dosen konnte kein Effekt 

nachgewiesen werden. Ab einer bestimmten Konzentration nimmt die osteostimulative 

Potenz des bFGF ab, bis es in hohen Dosisbereichen sogar zu einer verminderten Kno-

chenneubildung führt (Aspenberg et al. (1991)). Vielleicht war die Dosierung von 100µg zu 

gering. Studien von Wippermann und Nakamura (Nakamura et al. (1998), Wippermann et 

al. (1994)) zeigen, daß es bei Konzentrationen von 200µg bFGF zu einer deutlich gestei-

gerten Knochenneubildung, bzw. deutlich schnelleren Frakturheilung gekommen ist. Die 

Dosis von 100 µg wurde jedoch gezielt ausgewählt, weil in der Vorarbeit zu diesem Projekt 

(Maus U. (2002)) in einer Dosis-Wirkungs Beziehung am Rattenmodel sich eine Dosis von 

100 µg als effektive Dosierung auf die Knochenneubildung herausstellte. 

Auch der Wachstumsfaktor BMP2 ist bereits in vergleichbaren Studien an der Ratte als 

Composite (TCP-Zement/ BMP2) erfolgreich zur Knochendefektheilung eingesetzt worden 

(Niedhart et al. (1999, 2003)). Auch hier  gibt es eine Arbeit von Sumner, der die Abhän-

gigkeit der BMP2 Wirkung von der verabreichten Dosis untersucht hat. Sumner et al. 

testeten  in ihrer Arbeit  drei verschiedene Dosierungen (100 µg, 400 µg und 800 µg) von 

BMP2  bei Hunden (Sumner et al. (2004)). Am Versuchsende nach vier Wochen war der 

prozentual ins Implantat eingewachsene Knochen in der 100 µg Gruppe am größten.  

Trotz einer Reihe von Untersuchungen scheint aber bis heute immer noch keine ausrei-

chende Datenlage über die Dosis-Wirkungs Beziehung von BMP2 und bFGF auf die Bil-

dung von neuem Knochenmaterial vorzuliegen. 

Anhand dieser Studien ist anzunehmen, dass der Carrier Hyaluronsäure eine negative 

Wirkung auf die verwendeten Wachstumsfaktoren und somit die Knochendefektheilung 

ausgeübt haben könnte. Diese Annahme ist auch nicht durch die Literatur zu widerlegen. 

Erwähnt sei hierzu noch einmal die Studie von Radomsky,  der in seiner Studie positive   

Effekte auf die Frakturheilung bei der Verwendung eines Hyaluronsäure/bFGF Composites 

beschreibt, hier ist aber kein Defekt kritischer Größe verwendet worden (Radomsky et al. 

(1999)). Auch hat Radomsky in seiner Arbeit eine doppelt so hohe Konzentration (20 
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mg/ml) an Hyaluronsäure verwendet als wir in unserer Studie (20mg/2ml). Im Gegensatz 

zu dieser Behauptung stehen ebenfalls die Ergebnisse der Gruppe 3, in der ausschließlich 

Hyaluronsäure zur Defektfüllung verwendet worden ist. Hierbei ist es ebenfalls zu keinem 

signifikanten Einbau von neuem Knochenmaterial gekommen.  

Letztendlich sind die Vorgänge, welchen zu dem Ergebnis der vorliegenden Studie geführt 

haben, unklar. Durch eine Wiederholung der Versuchsanordnung mit möglicherweise ver-

änderten Konzentrationsverhältnissen der Composites wäre eventuell eine weitere Klä-

rung der Ergebnisse möglich. Eine sinnvolle Ergänzung der Untersuchung wäre es z. B., 

die Analyse der Freisetzungskinetik der Wachstumsfaktoren aus dem Carrier Hyaluron-

säure genauer zu untersuchen. Desweiteren wäre es interessant zu untersuchen, welche 

Einflüsse Hyaluronsäure und die Wachstumsfaktoren (BMP2/bFGF) aufeinander ausüben.  

Definitiv scheint man trotz vielversprechender Literaturdaten sagen zu können, dass der 

Einsatz von Hyaluronsäure als isolierter Knochenersatzstoff zum jetzigen Zeitpunkt wenig 

sinnvoll ist. Dies läßt sich auch auf die Composite-Gruppen grundsätzlich übertragen, al-

lerdings ist hierbei die Datenlage bis heute noch insgesamt unzureichend. 
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6. Zusammenfassung 

Die Fortschritte beim Verständnis der Physiologie des Knochenstoffwechsels und die Mög-

lichkeiten der Gewinnung spezieller Makromoleküle haben in den letzten Jahren dazu ge-

führt, neue Wege bei der Behandlung von Knochendefekten einzuschlagen. Basic 

Fibroblast Growth Factor (100 µg), ein hochpotentes Mitogen oder das Bone Morphogene-

tic Protein (100 µg), dessen osteoinduktive Wirkung  bekannt ist und 1 cm³ Hyaluronsäure 

(Hyalart 10mg/ml), ein Bestandteil der extrazellulären Matrix, wurden zu einer viskösen 

Gelformation miteinander kombiniert. Dieses Composite wurde entwickelt, um mittels per-

kutaner Injektion in Knochendefekte unterschiedlichster Art eingebracht werden zu kön-

nen. In einem experimentellen Frakturmodell wurde ein Defekt kritischer Größe (Durch-

messer 9,4 mm, Tiefe 10 mm) in das femoro-patellare Gleitlager von 25 Schafen gesetzt. 

Bei 15 Tieren wurde der Defekt entweder mit Hyaluronsäure (Ha), Ha + BMP2 oder Ha + 

bFGF aufgefüllt, die anderen 10 Tiere wurden als Kontrollgruppe mit einer  

Spongiosaplastik versehen oder als Leerdefekt belassen. 

Radiografische Aufnahmen und Fluoreszenzfotografien (12 Wochen postoperativ)  zeigten 

bereits makroskopisch eindeutig, dass es zu keinem Einwachsen von neuem Knochenma-

terial gekommen war. In der Kontrollgruppe hingegen wurden die Ergebnisse histo-

morphometrisch ausgewertet, weil es gerade bei den Spongiosaplastiken zu einem Ein-

wachsen von reichlich Knochenmaterial gekommen war. Im Mittel ist bei den  Spongio-

saplastiken eine Zunahme von 19,97 % neuem Knochen zu verzeichnen, wobei der 

Messwert die Anteile von implantiertem Knochen und neu gebildetem Knochen zusam-

menfasst. Bei den Leerdefekten war es ein Zuwachs von 5,11 %. Die Studie zeigt, dass 

Composites aus Ha + BMP2 bzw. Ha + bFGF keine geeigneten Knochenersatzstoffe dar-

stellen. Die guten Ergebnisse der Spongiosaplastiken bestätigen den aktuellen Stand der 

Behandlung von Knochendefekten. Die autologe Spongiosaplastik kann, obwohl sie eine 

Vielzahl von Problemen mit sich bringt (limitierte Vorräte, Infektionen, Schmerzen, Blutun-

gen etc.), immer noch als der GOLDSTANDARD bei der Behandlung von Knochendefek-

ten angesehen werden. 
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8. Anhang 

Leerdefekte 

Abbildung 7:   Leerdefekt  (Toluidin-Blau, 6,3fache Vergrößerung, 12 Wochen)  

 

 

Lediglich am Defektrand ist ein schmaler Saum neugebildeten Knochens  nachweisbar 

(Defekt kritischer Größe). 
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Spongiosaplastiken

Abbildung 8:   Spongiosaplastiken (Toluidin-Blau, 6,3fache Vergrößerung, 12 Wochen) 

 

 

 

Der Defekt ist nur schwer von dem Lamellenknochen zu unterscheiden; im Defekt voll-

ständig integrierter trabekulärer Knochen. 
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Fluoreszenzenfotografien der Gruppen 3-5 

Abbildung 9:   Fluoreszenzfotografie Gruppe 3 (Hyaluronsäure, 16fache Vergrößerung) 

 

 
 

Abbildung 10:   Fluoreszenzfotografie Gruppe 4 (Hyaluronsäure+BMP2, 16fache Vergrößerung) 
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Abbildung 11:   Fluoreszenzfotografie Gruppe 5 (Hyaluronsäure+bFGF, 16fache Vergrößerung) 

 

 
 
 
 
Zusammenfassend hat der Defekt in den Gruppen 3-5 (Hyaluronsäure, Hyaluronsäu-
re+BMP2, Hyaluronsäure+bFGF) noch seine ursprüngliche kreisrunde Form. Im Defekt 
sind keine Fluoreszenzbanden erkennbar. 
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Mikroradiografien + Toluidin-Blau Färbungen der Gruppen 3-5 

Abbildung 12:    Mikroradiografie Gruppe 3 (Hyaluronsäure, 6,3fache Vergrößerung) 

 

Abbildung 13:   Toluidin-Blau Färbung Gruppe 3 (Hyaluronsäure, 6,3fache Vergrößerung) 
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Abbildung 14:   Mikroradiografie Gruppe 4 (Hyaluronsäure+BMP2, 6,3fache Vergrößerung) 

 

Abbildung 15:   Toluidin-Blau Färbung Gruppe 4 (Hyaluronsäure+BMP2, 6,3fache Vergrößerung) 
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Abbildung 16:   Mikroradiografie Gruppe 5 (Hyaluronsäure+bFGF, 6,3fache Vergrößerung) 

 

Abbildung 17:   Toluidin-Blau Färbung Gruppe 5 (Hyaluronsäure+bFGF, 6,3fache Vergrößerung) 

 

Wie schon bei den Fluoreszenzfotografien ist der ursprünglich gesetzte Defektbereich ein-

deutig zu identifizieren. Zusammenfassend ist also auch hier keine Knochenneubildung zu 

verzeichnen. 
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Röntgenbilder 

Abbildung 18:   Defektzylinder distale Femurepiphyse postoperativ (links: Gruppe 3, rechts: Gruppe 5) 

         

Abbildung 19:   Defektzylinder distale Femurepiphyse 12 Wochen postoperativ (links: Gruppe 3, rechts: Gruppe 5) 

               

 

Vergleicht man die postoperativen Röntgenbilder der Gruppe 3 und Gruppe 5 (Hyaluron-

säure und Hyaluronsäure+bFGF) mit den Aufnahmen 12 Wochen nach OP sind die De-

fektzylinder nahezu identisch.   
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CT-Bilder  

Abbildung 20:   Lagekontrolle Defektzylinder Gruppe 4 (Hyaluronsäure+BMP2) 

 

Der Knochenblock beinhaltet den kompletten Defektausschnitt und ist mit ausreichend 

altem Knochenmaterial umgeben. 
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