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Einleitung

1 Einleitung

Ein Defizit oder der Verlust von Knochen, meist auf Grund von Traumen,
Tumorentfernung, Infektionen sowie Syndrom-Operationen, stellt in der Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie ein hiufiges Problem dar. Als Lastentriger und Stiitze des Weich-
gewebes ist sein Ersatz unabdingbar, um im Anschluss eine funktionelle und dsthetische
Rehabilitation zu ermdglichen. Nach wie vor ist die Verwendung autologer Knochen-
transplantate Goldstandard, da sie die einzige Methode darstellen, bei der auch die
osteogenen Eigenschaften des Transplantats erhalten bleiben (157, 194).

Neben der Qualitdt des Transplantates sind bei der Einheilung vor allem die
mechanische Stabilitdt im Defekt, die DefektgroBe und die Qualitdt des Transplantat-
lagers sowie der umliegenden Weichteile von entscheidender Bedeutung (196).

Die Defektgrofle selbst ist oft vorgegeben, da sie zumeist vom Krankheitsbild bzw.
Trauma bestimmt wird. Der grofite Einfluss auf die Qualitdt der kndchernen
Rehabilitation konnte bisher durch eine addquate Defektstabilisierung und Optimierung
der Transplantatbeschaffenheit erreicht werden. Die Beeinflussung des Transplantat-
lagers erfolgte meist systemisch durch Gabe antiinfektioser Medikamente. Ferner ist es
jedoch auch mdglich, das Transplantatlager chirurgisch zu modifizieren, wodurch unter

bestimmten Konditionierungen eine Atrophie verhindert bzw. verringert werden kann.

1.1 Prinzipien der Knochenbildung im Defektareal

Die Knochenheilung im Defektareal ist groBenabhidngig. Wéhrend kleinere Defekte
spontan kndchern abheilen, ist dies bei Defekten kritischer Grofe von Lokalisation,
Spezies und Defektausdehnung abhingig. Bei Defekten, welche die individuelle,
kritische Defektgrofe iiberschreiten, ist keine spontane Knochenheilung zu erwarten. In
diesem Fall geschieht die Reparation des knochernen Defektes {iber den Umweg einer
tempordren, knorpeligen Kallusbildung, welche im spdteren Heilungsverlauf durch voll

belastbaren neuen, erst geflechtartigen, dann lamelldren Knochen ersetzt wird. Knochen



Einleitung

ist letztlich zu einer ,,Restitutio ad integrum®, das heifit zur Ausheilung von Defekten

ohne Narbenbildung, fihig (169).

Die Knochenheilung kann durch verschiedene Prinzipien erfolgen, welche im

Folgenden kurz beschrieben werden:

1.1.1 Osteogenitat

Der Begriff Osteogenitit bezeichnet die Féhigkeit eines Materials, ohne die
Anwesenheit von undifferenzierten, mesenchymalen Zellen Knochen zu produzieren.
Dieses setzt somit die Anwesenheit von Osteoprogenitorzellen oder bereits
differenzierter Osteoblasten vor Ort voraus, welche aus den zur Verfiigung stehenden
Bausteinen direkt kndcherne Strukturen herstellen kdnnen. Eine osteogene Aktivitét in

diesem Sinne besitzt ausschlieBlich das frische, vitale, autologe Knochentransplantat.

1.1.2 Osteoinduktion

Als Osteoinduktion bezeichnet man die Knochenneubildung durch Differenzierung von
osteogenen Zellen aus undifferenzierten Vorlduferzellen (mesenchymale Stammzellen).
Die Steuerung dieser Differenzierung geschieht durch osteoinduktive Proteine (95).
Hier sind die Bone Morphogenic Proteins (BMPs), TGF-B (Transforming growth factor
= transformierender Wachstumsfaktor) und IGF (Insulin-like growth factors = insulin-
dhnliche Wachstumsfaktoren) zu nennen. Diese sind in der Hartsubstanz des Knochens
eingelagert und wirken nach ihrer Freisetzung auf mesenchymale Vorlduferzellen in der
Umgebung des Transplantates (3). Auch die Eigenschaft der Osteoinduktion finden wir

in frischen, vitalen, autologen Knochentransplantaten.

1.1.3 Osteokonduktion

Als osteokonduktiv bezeichnen wir nicht nur autologe Knochentransplantate, sondern

auch Knochenimplantate, mit denen bekanntlich keine vitalen Zellen {ibertragen

werden. Hierbei handelt es sich um eine Leitschienenfunktion, an der sich
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einwandernde knochenbildende Zellen orientieren, welche die Implantate/Transplantate
schleichend durch neu gebildeten Knochen ersetzen. Die meisten Knochen-

ersatzmaterialien ermoglichen eine Knochenneubildung durch Osteokonduktion.

1.1.4 Kallusdistraktion

Die Methode der Kallusdistraktion wurde erstmals von Ilizarov im Bereich der
Extremitidtenknochen beschrieben (72 — 74).

Nach Knochensegmentosteotomie und Einbringung eines Distraktors wird der Knochen
zundchst fiir 7 Tage ruhig gestellt. AnschlieBend kann der fibrokartilagindre Kallus,
welcher sich interfragmentir gebildet hat, liber eine externe Schraubvorrichtung um ca.
I mm pro Tag mobilisiert werden. Die nutritive Versorgung erfolgt iiber das Periost,
welches auf dem zu distrahierenden Segment belassen wurde. Nach gewlinschter
Distraktion wird der Kallus fiir 8 — 12 Wochen immobilisiert, wodurch es zu einer unge-
storten Mineralisation und Knochenregeneration kommt.

In die MKG-Chirurgie wurde das Verfahren von McCarthy eingefiihrt (118 — 121).
Heutzutage wird es hauptsdchlich zur Behandlung von angeborenen kraniofazialen
Fehlbildungen eingesetzt, wenn Distraktionen im Unter- oder Oberkiefer bzw. in der
LeFort-1I- oder LeFort-1II-Ebene vorgenommen werden miissen. Allerdings kann auch
der Alveolarfortsatz durch intraorale Distraktion in vertikaler Dimension vergrof3ert

werden.

1.1.5 Guided Bone Regeneration (GBR)

Bei der so genannten ,,geleiteten Knochenregeneration® wird das Transplantatlager
dahingehend modifiziert, dass ein Einwachsen von schnell proliferierenden Zellen des
umliegenden Weichgewebes in den abheilenden Knochendefekt durch Abschirmen des
Defektes mit einer zellundurchldssigen Membran verhindert wird (17, 18, 161). Da so
eine Kompetition von aktivierten Osteoprogenitorzellen und Weichgewebszellen
ausgeschlossen ist, kann ein unerwiinschtes Einwachsen von Granulationsgewebe in
den Defekt nicht stattfinden. Es kommt somit schnell zur kndchernen Ausheilung des

Knochendefektes.
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Bei der Wahl der Membran kann man auf eine resorbierbare oder nicht-resorbierbare
Membran zuriickgreifen. Letztere ist stabiler, erfordert jedoch einen chirurgischen
Zweiteingriff, um die Membran zu entfernen. Als Beispiel ist hier die e-PTFE-Membran
zu nennen. Die resorbierbare, kollagene Bio-Gide® Membran verfiigt iiber eine
geringere mechanische Stabilitit, erspart dem Patienten jedoch einen Zweiteingriff (62,
137).

Die GBR wird vor allem im Bereich der Oralchirurgie zur Abheilung von knéchernen

Defekten unterhalb der kritischen Gréf3e verwendet (33, 34, 82, 163).

1.2 Knochenbildung, Knochenheilung und Remodeling

Knochenbildung

Die erstmalige Bildung von Knochengewebe bezeichnet man als primédre Ossifikation.
Sie lauft im Rahmen der embryonalen Entwicklung und der Frakturheilung ab. Hier
wird immer Geflechtknochen gebildet. Den spiteren Umbau (Remodeling) zu
Lamellenknochen bezeichnet man als sekundidre Ossifikation. Bei der priméren
Ossifikation unterscheidet man die chondrale (indirekte) von der desmalen (direkten)
Form der Knochenbildung.

Von der chondralen Osteogenese spricht man, wenn sich Mesenchymzellen zu
Chondroblasten differenzieren, die zunichst ein Modell des kiinftigen Knochens aus
hyalinem Knorpel (Primordialskelett) herstellen. Dieses Modell wird im spéteren
Verlauf von Knochen ersetzt. Je nachdem, an welchem Ort die Ossifikation stattfindet,
spricht man von perichondraler Ossifikation (um das Knorpelmodell herum) oder von
endochondraler Ossifikation (im Innern des Knorpelmodells). Bei der desmalen
Osteogenese entsteht der Knochen ohne Umwege, indem sich Mesenchymzellen direkt
zu Osteoblasten differenzieren (107). Das Knorpelstadium wird hierbei iibersprungen

(153).
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Knochenheilung

Eine primédre Knochenheilung liegt vor, wenn ein liickenloser Kontakt (Frakturspalt <
200 pum) zwischen den Fragmenten besteht. Hier kommt es zu einer desmalen
Ossifikation (164). Der Regelfall bei der Frakturheilung ist jedoch die sekundire
Heilung, bei der die Bildung des neuen Knochengewebes iiber den Umweg eines
fixierenden Knorpelkallus erfolgt (169). Hier kommt es nach dem Defektdurchbau zu
einer endochondralen Ossifikation (153, 154).

Einen sehr hohen Stellenwert bei der Knochenheilung hat die relative Ruhigstellung.
Neben allen Bestrebungen zu gewebeschonenden Operationstechniken ist deshalb heute
eine gute Reposition und eine flexible aber stabile Osteosynthese die Voraussetzung fiir
einen komplikationslosen Umbau des zunéchst aus Granulationsgewebe bestehenden
Kallus in Bindegewebe (27). Grof3e interfragmentidre Bewegungen verhindern hingegen
die Entwicklung eines Briickenkallus, was in einer hypertrophen Pseudarthrose
resultiert, wihrend bei fehlendem Fragmentkontakt und zu hoher Implantatsteifigkeit,
also zu starrer Fixierung, die mechanische Stimulation der Heilung ausbleibt (58). Bei
fachgerechter Osteosynthese beginnt ab dem 10. Tag mit der Einlagerung von
Hydroxylapatitkristallen die Mineralisation. In das von den Osteoblasten gebildete
Osteoid werden nun vermehrt Calcium- und Magnesiumsalze eingelagert (169).
Zeitgleich beginnt das Remodeling, wobei Osteoklasten und Osteoblasten den
Geflechtknochen abbauen und durch lamelldren Knochen ersetzen (s.u.). Dieser verfiigt
iiber eine hoch organisierte mineralisierte Matrix mit unterstiitzenden Haversschen
Kanilen und ist auf die funktionelle Belastung des Knochens ausgerichtet. Gegentiber
dem Geflechtknochen weist er eine deutlich hohere mechanische Belastbarkeit auf und
unterteilt sich in eine kortikale, &ulere Schale und ein trabekulédres, spongidses Inneres.
Die zellarme Kortikalis verletht dem lamellaren Knochen mechanische Stabilitit,
wiahrend die zellreiche Spongiosa mit ihrer groBen Oberfliche fiir die biologische

Aktivitit des Knochens verantwortlich ist.

Remodeling
Aber auch der Lamellenknochen unterliegt zeitlebens physiologischen Umbau-

vorgédngen, um Materialermiidungen vorzubeugen, Mikroschdden zu reparieren, sowie

den Knochen auf geénderte Belastungen hin anzupassen. Hier arbeiten Osteoklasten
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(Knochenresorption) und Osteoblasten (Knochenneubildung) Hand in Hand zusammen.
Beim ausgewachsenen Mensch wird pro Jahr ca. 10% seiner Knochenmasse komplett
umgebaut, wobei dieser Umbau in der Spongiosa deutlich schneller voranschreitet als in

der Kompakta (107).

1.3 Funktionelle Adaptation des Knochengewebes

Nach dem Prinzip ,,Form follows Function®, welches Moss 1959 im Zusammenhang
mit der ,,Theorie der funktionellen Matrix“ postulierte (168), versucht auch der
Knochen, sich einwirkenden Druck- und Zugbelastungen stets optimal anzupassen.
Diese funktionelle Adaptation geschieht durch relativ langsame, aber stetige Umbau-
prozesse in der Knochenmatrix und ist durch das Wolff's Gesetz (1892) geprégt (195).

Dass Knochen bei mangelnder Krafteinleitung an Masse verliert, zeigten Experimente
in der Schwerelosigkeit (180) und bei lang andauernder Inaktivitit von Individuen
(100). RegelmidBige Belastung hingegen verhindert eine Knochenatrophie (179). Wird
der Knochen indes {liberlastet, so kommt es zu einer iiberstiirzten Ablagerung von
Geflechtknochen an den periostalen Knochenoberflachen, welche der Situation bei der
Frakturheilung &hnelt. Die genauen zelluldiren Mechanismen sind hier jedoch bisher

noch nicht vollstandig bekannt.

1.4 Funktion von Endost und Periost

Das Endost bedeckt sdmtliche inneren Knochenoberflichen und besteht aus einer
diinnen Schicht von nicht-mineralisierten Kollagenfibrillen und einer kontinuierlichen
Lage von Bone Lining Cells (BLCs). Diese setzen sich aus mesenchymalen
Stammzellen, Osteoprogenitorzellen, ruhenden Osteoklasten und ruhenden Osteoblasten
zusammen, welche bei Bedarf aktiviert werden und (z.B. bei einer Fraktur) sofort mit
dem Knochenumbau beginnen konnen (107).

Das Periost bedeckt die duflere Oberfliche des Knochens, ist reich vaskularisiert,

innerviert und sehr schmerzempfindlich. Es besteht aus zwei Schichten: Die duf3ere
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Faserschicht besteht aus straffem Bindegewebe und dient der Formgebung des
wachsenden und regenerierenden Knochens; die innere Kambiumschicht liegt dem
Knochen direkt an und ist mit den gleichen Zellen ausgestattet wie das Endost. Bei einer
Fraktur reagieren die Zellen dieser inneren Schicht sehr schnell mit ihrer DNA-Synthese
und Proliferation (141, 182). Wie das Endost ist auch das Periost sehr gut vaskularisiert
und sorgt fiir eine ausreichende Erndhrung der an der Defektheilung beteiligten Zellen
und Gewebe. Ferner besitzt es auf Grund seiner straffen dufBeren Faserschicht eine
Barrierefunktion gegeniiber in den Defekt einwachsendem Weichgewebe (z.B.

Zahnfleischgewebe).

1.5 Knochenersatzmaterialien

Im Rahmen dieser Arbeit wurde autologer Knochen und Bio-Oss® als Knochenersatz-
material (KEM) zur Augmentation (Knochenaufbau) verwendet.

KEM charakterisieren sich durch ihre Biokompatibilitit, ihre Fahigkeit zur
Zelladhédrenz, ihre Platzhalterfunktion und ihre Fihigkeit zur Integration in das

Wirtsgewebe (81, 133).

1.5.1 Knochenersatzmaterial xenogener Herkunft

Als wichtiger Vertreter xenogener KEM ist Bio-Oss” zu nennen. Es handelt sich hierbei
um ein nicht-resorbierbares Material, welches nach der Implantation formstabil bleibt
und eine osteokonduktive Wirkung bei der Knochenregeneration besitzt (167). Bei
weniger als 450°C wird aus Rinderspongiosa xenogenes Hydroxylapatit gebildet,
welches durch Pyrolyse von allen organischen Bestandteilen befreit wird, wobei die
urspriingliche Mineralstruktur weitgehend erhalten bleibt. Bio-Oss® besitzt eine der
humanen Spongiosa sehr dhnliche Makro- und Mikrostruktur, die durch variable
PorengrdBen von mehreren hundert pm zu einer spezifischen Oberfliche von 80 m* / g

fihren.
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Kurz zu erwihnen ist das weitaus weniger verwendete COLLOSS®. Hierbei handelt es
sich um Kollagen Typ I zum Knochenersatz. Es stammt ebenfalls vom Rind, hat jedoch

zusétzlich noch ein osteoinduktives Potential (135).

1.5.2 Autologer Knochen

Die ersten autologen Knochentransplantate wurden bereits 1820 von Walter beschrieben
(39). Nachdem Axhausen 1908 den Nachweis erbrachte, dass Zellen des Periostes und
des Knochenmarks im Transplantat nach der Replantation vital bleiben und zur
Knochenbildung beitragen (11), avancierte das autologe Knochentransplantat zum
Goldstandard. Diesen Status hat es auf Grund seiner osteogenen, osteokonduktiven und
osteoinduktiven Eigenschaften bis heute behalten. Je nach Indikation kann Knochen aus
der Schidelkalotte, dem Kinn, der Retromolarregion, dem Jochbeinkomplex, der Rippe,
der Tibia oder dem Becken entnommen werden. Die mikrochirurgischen Operations-
techniken brachten den Durchbruch fiir die Therapie von ausgedehnten Defekten oder
ersatzschwachen Transplantatlagern (76, 122, 186, 201). Uber Anastomosen war so fiir
eine sichere Vaskularisierung des Transplantates gesorgt.

Als Nachteil des autologen Knochentransplantates ist aufzufiihren, dass die zusitzliche
Knochenentnahme die Operationszeiten verldngert und zu einer hoheren Belastung des
Patienten fiihrt, das heif3t die Entnahmemorbiditit wird gesteigert.

Die Langzeitprognose des Transplantates wird durch Remodeling-Prozesse bestimmt,
welche wiederum hauptséchlich durch die mechanische Belastung beeinflusst werden.
Der gewonnene autologe Knochen besteht aus Kompakta und Spongiosa. Die
Kompakta besitzt eine hohe mechanische Stabilitdt, ist zellarm und kann nur sehr
langsam und nur zum Teil zu neuem Knochen umgebaut werden. Spongidser Knochen
hingegen ist pordser und aus diesem Grund nach der Transplantation von Anfang an
besser vaskularisiert, was zu einem deutlich schnelleren Einbau und Umbau im neuen
Transplantatlager fiihrt (56).

Bei nicht vaskularisierten Transplantaten induziert eine Ischdmie meist das Absterben
der Mehrheit der zelluliren Elemente. Am widerstandsfahigsten sind die

mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks und die Vorlduferzellen der
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Endothelzellen, welche deshalb beim erfolgreichen Einbau von autologen Trans-

plantaten eine wichtige Rolle spielen (13).

1.6 Das Transplantatlager

Bereits 1908 erkannte Lexer die Relevanz der Vaskularisation des Transplantatlagers
und teilte es in ein ersatzstarkes (gut vaskularisiert), ein ersatzschwaches (schlecht
vaskularisiert) und ein ersatzunfihiges (gar nicht vaskularisiert) Lager ein (103). Neben
der Vaskularisation ist jedoch auch die Anwesenheit und Funktionsfahigkeit von vitalen
mesenchymalen Stammzellen, Osteoprogenitorzellen und endothelialen Progenitor-
zellen im Transplantatlager von eminenter Wichtigkeit. Zudem konnen Faktoren wie
ausgedehnte Narben oder Operationstraumen, eine vorausgegangene Infektion oder
Bestrahlung, eine Immunsuppression oder Nikotin als systemischer Faktor die Qualitit
des Transplantatlagers negativ beeinflussen.

Dies hat die Frage aufgeworfen, ob durch Modifikation des Transplantatlagers dessen
Qualitit und damit verbunden auch die Transplantateinheilung verbessert werden kann.
Wie Reuther 2007 bereits zeigen konnte, ist jedoch lediglich eine Konditionierung des
Transplantatlagers mit einer Bio-Gide® Membran und Bio-Oss” in der Lage, eine
Atrophie in unbelasteten Augmentationsbereichen zu verhindern (157). Samtliche
anderen Konditionierungsmethoden in dieser Arbeit waren nach 4 Monaten nahezu
vollstindig wegresorbiert. Neuere Studien untermauern diese Ergebnisse und schreiben
der oben genannten Konditionierung des Transplantatlagers sogar eine bemerkenswerte
Volumenzunahme des augmentierten Knochens zu (1, 2). Der alleinige Einsatz einer
Bio-Gide™ Membran (ohne die Verwendung von Bio-Oss™) kann die klinische Atrophie
zwar aufhalten, jedoch nicht verhindern (1).

Die Anderung des physiologischen Gleichgewichtes zwischen Knochenauf- und -abbau,
welche fiir Knochenumbauprozesse oder —neubildungsprozesse verantwortlich sind,
werden durch Hormone und Wachstumsfaktoren, wie z.B. den BMPs, reguliert (67). Es
konnte bereits gezeigt werden, dass unterschiedliche Lagerungsverfahren dieses
physiologische Gleichgewicht bei Knochentransplantaten verdndern (98). Ebenso ist

bekannt, dass fiir eine addquate Vaskularisierung des Knochentransplantates
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GefdBneubildungsprozesse notwendig sind. Diese Gefdllentwicklungen werden unter
anderem durch die Wachstumsfaktoren VEGF (Vascular endothelial growth factor) und
TGF-B; gesteuert (138). Zudem haben diese Faktoren einen direkten, regulierenden
Einfluss auf Osteoblasten bzw. deren Vorlduferzellen (115), so dass sie nicht nur die
Angiogenese, sondern auch die Osteogenese und den Knochenumsatz férdern (176).
Die Wirkung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren auf Osteoblasten, Osteoklasten
und deren Vorlduferzellen entfalten ihre Wirkung meist durch Aktivierung von
Signalkaskaden, in denen man héufig Kinasen vom Typ der AKT/PKB-Kinase und der
MAP-Kinase ERK 1/2 findet, welche hier als Regulatoren von Wachstumsprozessen
dienen.

Neben Stickstoffmonoxid (NO) scheinen auch die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in
die Regulation von Osteoblasten und Osteoklasten miteinbezogen zu sein (22, 155).
Auf die MAP-Kinase ERK1/2, die AKT/PKB-Kinase sowie auf die ROS und NO wird

in den folgenden Kapiteln noch néher eingegangen.

1.7 Oxidativer Stress

Die Beziehung zwischen Sauerstoff und dem aeroben Leben ist von ambivalentem
Charakter (165). Ist Sauerstoff zum einen lebensnotwendig, kann es bei Abweichungen
auBBerhalb des Normbereichs zu zellschidigenden Effekten, bis hin zum Zelltod,
kommen (16). So kénnen bei erhohter Konzentration nicht nur das Sauerstoffradikal
selbst, sondern auch die bei der unvollstdndigen Reduktion des Sauerstoffs entstehenden
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) viele Biomolekiile
oxidieren und damit die Zelle schidigen (38, 173). Neben den ROS werden auch die
reaktiven Stickstoffspezies (reactive nitrogen species, RNS) als Verursacher des
oxidativen Schadens verantwortlich gemacht (60). Wird der Stress von RNS
hervorgerufen, wird auch von nitrosativem Stress gesprochen (64). Zusammen werden
sie als RONS (reactive oxygen and nitrogen species) bezeichnet. Entsteht ein
Ungleichgewicht zwischen Bildung und Abbau von RONS und der antioxidativen
Abwehr des aeroben Organismus, so kommt es zur unkontrollierten Oxidation (bzw.

Nitrosylierung) von Biomolekiilen, was man als oxidativen Stress bezeichnet (4, 61,

10



Einleitung

174). Tritt diese Oxidation ein, betrifft sie alle drei grolen Klassen von Biomolekiilen:
Zucker (DNA), Proteine und Lipide (158). Durch RONS bedingte Oxidationsvorginge
an der DNA konnen Einzel- und Doppelstrangbriiche, Lisionen von Basen- oder
Zuckerresten sowie die Bildung von DNA-Protein-Crosslinks induzieren (63, 146). Die
oxidative Modifikation von Proteinen fiihrt neben einer beschleunigten
Proteindegratation auch zu einer Stérung der Enzymfunktion (149). Bei den Lipiden
beispielsweise ist die Lipidperoxidation zu nennen, welche durch ihre destruierende
Wirkung die zelluldire Membranintegritit verletzt (54) (s. Abb. 1). Diese Vorgidnge an

DNA, Proteinen und Lipiden werden fiir den Alterungsprozess mitverantwortlich

gemacht (77).

. ; Abbildung 1 : Schematische Darstellung
Oxidativer ausgewiihlter Effekte von RONS auf zellulirer
Stress Ebene (mod. nach 134); nihere Erlduterungen

s. Text.
Lipidperoxidation Bei der Entstehung von oxidativem Stress
Proteinoxidation sind sowohl endogene wie auch exogene
DNA - Modifikation Faktoren von Bedeutung. Endogen
entsteht oxidativer Stress meist in den
Mitochondrien als Nebenprodukt der
Zellatmung durch Monoaminooxidasen
Zellfunktion und im Rahmen der Atmungskette

Zelltod

(Komplex I und III). Auch im Rahmen
der Xanthinoxidase-Reaktion in den Peroxisomen entstehen durch Reduktion von
Sauerstoff freie Radikale (86) (s. Abb 2). Des Weiteren sind Immunabwehr (aktivierte
neutrophile Granulozyten und Monozyten), Arachidonsidure-Metabolismus, Fenton-
reaktion, Stickstoffmonoxidsynthase und oxidierende Enzyme (NADPH-Oxidase)
aufzufiihren (134). Bei den exogenen Faktoren sind Sauerstoff- sowie Nahrstoffmangel

und osmotische Konzentrationsabweichungen, durch Alkohol, Nikotin, Medikamente,

11
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UV-Licht, Rontgenstrahlung und psychische sowie physische Stressfaktoren zu nennen
(70).

Sowohl endogene als auch exogene Faktoren des oxidativen Stresses fiihren direkt oder
indirekt zur Aktivierung meist derselben Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren.
Eine Beschreibung dieser Aktivierungsmechanismen erfolgt in Kap. 1.8. Die Enzyme,
aus denen die Signalkaskaden bestehen, nennen sich Proteinkinasen und aktivieren auf
die Zellen wirksame Gene. Abhingig von der Dauer und der Starke des Stresses kann es

zur Proliferation, Stabilisierung oder Apoptose der Zelle kommen (156) (s. Kap. 1.8).

ATP

|

ADP

|

Adenosin

M==>TOW=-—

¥ Hypoxanthin ; > Xanthin + O, >

l Xanthinoxidase Xanthinoxidase m

+
Urat

REPERFUSION

Abbildung 2: Die Xanthinoxidase-Reaktion (183). ATP: Adenosintriphosphat; ADP: Adenosin-
diphosphat; O,: Sauerstoff; O,: Superoxid-Anion

1.7.1 Freie Radikale

Unter freien Radikalen versteht man instabile Atome und Molekiile, die ein oder
mehrere ungepaarte Elektronen in ihrer duBleren Elektronenschale aufweisen und
infolgedessen eine ausgeprigte chemische Reaktivitit besitzen, welche man als
oxidativen Stress bezeichnet. In Abhédngigkeit ihres Zentralatoms werden die RONS in
ROS und RNS unterteilt. Die chemische Reaktivitit von RONS ist zwar
unterschiedlich, im Allgemeinen jedoch recht hoch (59). Da die freien Radikale zur

Stabilisierung schnell andere Molekiile oxidieren, indem sie diesen ein Elektron
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entreiflen, sind sie sehr kurzlebig (10). Die in Gang gesetzten Kettenreaktionen lassen

jedoch an anderer Stelle neue Radikale entstehen.

ROS (reactive oxygen species)

Zu den ROS =zidhlt man das Superoxid-Anion, Wasserstoffperoxid, das Hydroxyl-
Radikal sowie atomaren Sauerstoff und molekularen Sauerstoff im Grundzustand.

Zum Abbau der Produkte der unvollstindigen Oxidation von Sauerstoff stehen dem
Organismus unter anderem die Superoxid-Dismutase, die Katalase und die Fenton-
Reaktion zur Verfiigung. Abb.3 zeigt die moglichen Reaktionen des Superoxid-Anions
nach W. H. Koppenol (91). Ozon, Singulett-Sauerstoff und die hypochlorige Siure

werden zu den nicht-radikalischen ROS gezéhlt.

Stickstoffmonoxid
. Supemxid-Amon OZ-- NO
AT+
ONOO"
Sup eroxid Peroxynitrit
Dismutase
/A o
2t
0,% Fe
H,0 + 1/7024— Katalasgq— H,0, e > HO" '+ HO"
B : : Fenton- Hydroxyl- Hydroxid-
Wasserstafiperoxid Boaldion RJa dikﬁ Af‘!ion-

Abbildung 3: Mégliche Reaktionen des Metabolismus des Superoxid-Anions (O,”) (mod. nach 165).

RNS (reactiv nitrogen species)

Zu den RNS zdhlt man das Stickstoffmonoxid (NO), das Stickstoffdioxid und das

Peroxynitrit. Reduziert oder oxidiert man NO, so entstehen die nicht radikalischen
Ionen Nitroxyl-Anion und Nitrosyl-Kation (71). Peroxynitrit kann auf zwei Wegen
entstehen: entweder durch Reaktion des Nitroxyl-Anions mit molekularem Sauerstoff
oder durch Reaktion von Stickstoffmonoxid mit dem Superoxid-Anion (s. Abb. 3). Eine

weitere Reaktion des Peroxynitrit mit Kohlenstoffdioxid fithrt zum Teil zu einer
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Erhohung der Reaktivitit des Peroxynitrits (185), so dass es verstirkt zur Nitrierung
bzw. Oxidierung von Proteinen, Aminoséduren, DNA und Lipiden kommt. Auf Grund
seines hohen Redoxpotentials ist Peroxynitrit wesentlich aggressiver als seine
Vorldufermolekiile und wird fiir eine Reihe von pathologischen Verdnderungen
verantwortlich gemacht (14, 42). NO wird durch drei verschiedene NO-Synthasen
(NOS), aus der Aminosdure L-Arginin und Sauerstoff gebildet und ist als Radikal neben
der Relaxation von GefaBlen auch an pathophysiologischen Prozessen wie der Lipid-
Peroxidation beteiligt. Im Gegensatz zu den konstitutiv exprimierten neuronalen
(nNOS) und endothelialen NOS (eNOS) erfolgt die Regulierung der induzierbaren NOS
(iNOS) auf transkriptioneller Ebene, wodurch das einmal exprimierte iNOS-Protein
weitgehend kalziumunabhéngig groflere Mengen an Stickstoffmonoxid bilden kann.
Alle drei NOS-Isoformen konnten in Knochenzellen nachgewiesen werden, wobei
besonders eNOS und nNOS fiir die Regulation von Osteoblasten und Osteozyten

relevant sein diirften (22).

1.7.2 Antioxidantien und Schutzenzyme

Da die Bildung von freien Radikalen unvermeidbar ist, besitzen Organismen ein
antioxidatives Abwehrsystem, um Oxidationsschidden einzuddmmen. Entscheidend ist
die Balance zwischen den Oxidantien und Antioxidantien (16, 29) (s. Abb. 6). Im
Prinzip funktionieren diese Schutzmechanismen nach ein und demselben Prinzip: Sie
besitzen eine chemische Affinitdt zu freien Radikalen und entschérfen diese durch
Ubertragung eines Elektrons.

Die Einteilung der Antioxidantien erfolgt in enzymatische und nicht-enzymatische,
wobei letztere weiter in alimentire und endogene Antioxidantien unterschieden werden.
Enzymatische Antioxidantien bezeichnet man auch als endogene antioxidative
Schutzsysteme (147). Abb. 4 zeigt eine schematische Darstellung des antioxidativen

Abwehrsystems (16).
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Oxidierte
Proteine
exogene & endogene Protesome,
8 8 Macroxiproteinasen H 2 0
Faktoren poperoxide Oxidierte DNA
Vit E,Se-GPx Endonukleasen,
Phopholipasen Ligase
=)
b3 2]
i S O/
NAD(P)H-Oxidase (chu ._Bfg
Xanthin-Oxidase A <
1e- o 1e-
O 2 %Cymhmm > O 2 SI:OD > H 2 O 2
Sauerstoff c-Oxigase Superoxidanionradikal vitc Wasserstoffperoxid
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2 .
Singulet-Sauerstoff Zellulare
Karotinoide O H DySfunktion
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Abbildung 4: Schematische Darstellung: Bildung freier Radikale mit antioxidativem Abwehr-
system (mod. nach 16). Griin: antioxidative Mechanismen; SOD: Superoxiddismutase

Alimentire Antioxidantien

Bei Antioxidantien, die mit der Nahrung zugefiihrt werden, handelt es sich meistens um
die Vitamine A, C und E. Ascorbinsdure (Vitamin C) ist wasserloslich, fungiert als
dominanter alimentdrer Radikalfinger im Plasma und Interstitium und hilft vor allem
beim Recyceln von zelluldren Antioxidantien (51). Die Tocopherole (hauptsidchlich a-
Tocopherol, Vitamin E) gelten in der Lipidphase biologischer Systeme als die
wichtigsten Antioxidantien, da sie Lipide vor der Peroxidation durch Radikale schiitzen
(124).

Des Weiteren konnen in Nahrungsmitteln Inhaltsstoffe, wie Anthocyane (Delphinidin,
Malvidin, Cyanidin), Proanthocyanidine, Isoflavone (z.B. in Soja), monomere
Flavonole, Flavonole (Quercetin), Phenolsduren, Stilbene-Derivate (Resveratrol; z.B. in
Rotwein) und Picoline (Methylpyridinium; z.B. in Kaffee) gefunden werden. Diese
Nahrungsinhaltsstoffe haben eine effektive  Scavengerfunktion (Fangerfunktion)
gegenliber RONS und wirken damit bei entsprechender Dosis ebenfalls antioxidativ

(96).
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Die addquate Verabreichung von essentiellen Antioxidantien wird bei erhohtem
oxidativen Stress (z.B. bei Krankheiten, Alterungsprozessen etc.) empfohlen, obwohl

die therapeutische Wirkung noch umstritten ist (189).

Endogene Antioxidantien

Bei den korpereigenen  Antioxidantien sind Harnsdure, Coeruloplasmin,
Metallothionein, Ferritin, Transferrin, Laktoferrin, Katecholamine, Bilirubin und
Quinonderivate in reduzierter Form aufzufiihren (9).

Ferritin, Transferrin, Coeruloplasmin und Metallothionein wirken priventiv gegen
oxidativen Stress, indem sie reaktive Ubergangsmetallionen wie Kupfer und Eisen

inaktivieren (16).

Endogene antioxidative Schutzsysteme

Zu den antioxidativen Enzymen gehoren die Superoxiddismuatse (SOD), die Katalase,
die Glutathionperoxidase (GPO), Peroxyredoxine; bedingt auch Hitzeschockproteine
und die Thioredoxinreduktase.

Letztere ist neben der Riickumwandlung des Ascobyl-Radikals in Ascorbinsdure an
dem Abbau von Lipidperoxiden und Wasserstoffperoxid beteiligt.

Das Metalloprotein SOD ist in den Mitochondrien und im Zytosol vorhanden,
katalysiert die Reaktion von Superoxid-Anionen und Protonen zu Wasserstoffperoxid
und bildet damit die primére Verteidigungslinie gegen oxidativen Stress (78). Das
Wasserstoffperoxid kann im Folgenden durch die Katalase zu Wasser und Sauerstoff
detoxifiziert werden, was die Grundlage einer Fenton-Reaktion unterminiert (s. Abb 3).
Damit konkurriert die SOD mit Stickstoffmonoxid um das Superoxid-Anion und
verringert die Peroxynitrit-Bildung. Die GPO katalysiert ebenfalls die Reduktion von
Wasserstoffperoxid und steuert damit zur Elimination von Lipidperoxiden bei. Sie ist
jedoch selenabhédngig und neben Wasser kann auch Alkohol entstehen. Zudem wird hier
Glutathion in reduzierter Form (GSH) als Elektronendonator benétigt. Durch diese
Elektronenabgabe wird GSH in seine oxidierte Form (GSSG) {iberfiihrt (48). Der
Recyclingprozess zu GSH lduft iiber die Glutathionreduktase unter Anwesenheit von
NADPH oder NADH als reduzierendes Agens ab. Da N-Acetylcystein (NAC) eine

wichtige Komponente des Glutathions zur Verfiigung stellt, kann dieses nach

16



Einleitung

Substitution den oxidativen Stress im Organismus verringern (23, 83). Das Tripeptid
GSH ist eines der wichtigsten zelluldren Antioxidantien, da es nicht nur ein essentielles
Substrat fiir die GPO darstellt, sondern dariiber hinaus direkt mit ROS reagieren kann
und eine zentrale Rolle bei der Genexpression von pro- und antiinflammatorischen

Proteinen spielt (16). Abb. 5 zeigt eine Ubersicht iiber das SOD-System.

Superoxide
Dismutase Catalase
o, - [ - 1o
& Glutathione
N-acetylcystein (NAC)
Syntheset . § . .
> Glutathione Glutathione Disulfide

Abbildung 5: Endogene Antioxidantien, Bedeutung des Glutathions und Angriffspunkte von N-
Acetylcystein (183). O,: Superoxid-Anion; H,0,: Wasserstoffperoxid; H,O: Wasser

Peroxyredoxine (Prx) gehoren in die Gruppe der Peroxidasen. Sie reduzieren Peroxide
bei gleichzeitiger Oxidation eines Kosubstrats. Prx sind jedoch gleichzeitig Peroxidase
als auch Kosubstrat und iiben eine Schutzfunktion aus, indem sie Wasserstoffperoxid
gezielt zur Oxidation von Cystein verwenden. Da die Leistungsfahigkeit im Vergleich
zu Katalase und GPO deutlich kleiner ist, scheinen Prx vorwiegend in Stresssituationen
von Bedeutung zu sein (16). Ferner scheint ein hohes Vorkommen an Prx die Apoptose
zu inhibieren und die Zellproliferation zu induzieren (75).

Hitzeschockproteine (HSP) sind eigentlich keine antioxidativen Enzyme, sondern
dienen vielmehr als Schutzmolekiile im Sinne ihrer Chaperonfunktion, welche fiir die
korrekte Faltung von Proteinen vor allem unter Extrembedingungen (z.B. Hitze)
verantwortlich ist. Sie weisen jedoch auch einen protektiven Effekt gegeniiber dem
Einfluss von RONS auf. So wird bei oxidativem Stress durch die Expression von
HSP25 und HSP27 die zelluldre Verfiigbarkeit von GSH gesteigert (148). Zudem wird
durch HSP32, auch Himoxygenase-1 genannt, die Synthese von Ferritin induziert (188)
und der Abbau von Hdm zu Bilirubin katalysiert (109).

17



Einleitung

Abb. 6 veranschaulicht noch einmal schematisch die Balance zwischen oxidativem

Stress und anioxidativer Verteidigung.

Oxidativer Stress Antioxidative Verteidigung

(073

Superoxid-Dismutase
Katalase
Glutathion-Peroxidase
GSSG-Reduktase
o -Tocopherol

Ascorbinsaure

Abbildung 6: Gleichgewicht zwischen oxidativem Stress und antioxidativer Verteidigung. Durch
erhohte RONS-Bildung bzw. ungeniigender antioxidativer Verteidigung kommt es zum
Ungleichgewicht und in diesem Fall zum oxidativem Stress, der die Zellen schidigt (mod. nach 52).

1.8 Biomarker fir oxidativen Stress

Auf Grund der extremen Reaktionsfreudigkeit und der sehr kurzen Halbwertszeit von
freien Radikalen ist ein direkter Nachweis von RONS nicht mdglich (41, 87). Es besteht
jedoch die Moglichkeit, den oxidativen Status indirekt durch Messung von speziellen,
stabilen Abbauprodukten zu beurteilen. Im Folgenden werden die -einzelnen
Stressmarker (Abbauprodukte), die im Rahmen dieser Arbeit immunhistochemisch

angefarbt wurden, vorgestellt.
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1.8.1 pERK

Proliferation, Differenzierung, Stress-Adaptation, Apoptose und zellulires Uberleben
werden intrazelluldr iiber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, den Zellzyklus
oder apoptotische Prozesse gesteuert, welche wiederum von der Aktivierung von
verschiedenen Signalwegen reguliert werden (66). Zu diesen Signalwegen zédhlen durch
extrazelluldre Signale regulierte Kaskaden aus Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK). Hierbei handelt es sich um Serin/Threonin-Kinasen, die in drei grof3e
Familien unterteilt werden: Die extrazelluldr regulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1/2 =
ERK), die c-Jun N-terminalen Kinasen (JNK) und die p38 Kinasen (112). Die Signal-
wege, die zur Aktivierung der MAPK filihren, umfassen zwei weitere Kinasen, die den
MAPK vorangestellt sind. Dabei handelt es sich um die MAPK Kinase (MAPKK),
welche MAPK aktiviert und die MAPK Kinase Kinase (MAPKKK), die wiederum
MAPKK aktiviert (88). Die Aktivierung erfolgt {iber eine doppelte Phosphorylierung an
Threonin- und Tyrosinresten (65). Als Trigger des initialen Phosphorylierungsvorgangs
agieren Wachstumsfaktoren, Hormone, oxidativer Stress (ROS), Zytokine Azidose,
vasoaktive Peptide, osmotischer Schock, Ischdmie, Hypoxie, Strahlung (Gamma- oder
UV-Strahlung), mechanischer Stress und Tumorpromotoren wie Phorbolester (57, 134,
160). Abb. 7 veranschaulicht die Signaltransduktion der MAPK und die Benennung der

jeweiligen Kinasen bzw. GTPasen.
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Signale Zytokine (z.B. TNFa. Stress. z.B. gentoxische Agenzien Wachstumsfaktoren (z.B. EGF)
Interleuki
e (un.a. UV-Strahlung) /

zelluliire Rezeptoren fiir Zytokine Wachstumsfaktorrezeptoren

Signalerkennung \ \
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der MAPK-Signaltransduktionskaskade (57). EGF:
Epidermaler Wachstumsfaktor (,epidermal growth factor“); ERK: Extrazellulir-regulierte
Kinase; JNK: c-Jun-N-terminale Kinase; MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase; MAPKK:
Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase; MAPKKK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase-
Kinase; MKK: MAPK/ERK-Kinase; Raf: Ras-aktivierter Faktor; Ras: Rat Sarkoma; RTK:
Rezeptortyrosinkinase; TNFa: Tumor-Nekrosefaktor o

Die hauptsédchliche Aktivierung von ERK erfolgt durch Wachstums- (EGF = epidermal
growth factor) und Differenzierungsfaktoren, was zur Aktivierung von Rezeptor-
tyrosinkinasen (RTK) und dadurch zur Aktivierung des Rezeptors, z.B. dem EGF-
Rezeptor, fiithrt (166). Dadurch wird iiber die GTPase Ras (rapid accelerating sarcoma)
die MAPKKK Raf (rapid accelerating fibrosarcoma) phosphoryliert, welche
nachfolgend MAPKK MEKI1/2 aktiviert, die wiederum MAPK ERK durch
Phosphorylierung des Threonins 202 und des Tyrosins 204 aktiviert (= pERK). Dies hat
den ca. 1000-fachen Anstieg der enzymatischen Aktivitit von ERK zur Folge (193), da
pERK nun in den Zellkern wandern kann. Dort entfaltet pERK durch Stimulation der
Nukleotidsynthese, Phosphorylierung von Translations- und Transkriptionsfaktoren

sowie VEGF-Expression (vascular endothelial growth factor) seine mitogenen Effekte.
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Neben dem RTK-Aktivierungsweg kann ERK auch iiber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren aktiviert werden. Damit ist ERK nicht nur durch Wachstumsfaktoren und
Hormone, sondern auch durch Peptide, Neurotransmitter oder biogene Amine
aktivierbar. Weitere Aktivierungsmoglichkeiten stellen Vitamin K; (Menadion), UV-

Licht und Phorbolester dar. Neben diesen klassischen Rezeptor-vermittelten Wegen

stellt oxidativer Stress mit seinen freien
Radikalen Wasserstoffperoxid und Peroxy-
nitrit einen weiteren Aktivierungsweg dar.
Nach neuesten Studien nimmt ROS dabei eine
Sonderstellung ein, da es nicht nur Ras

aktiviert, sondern auch in direkter Interaktion

mit ERK steht (s. Abb. 8).

Abbildung 8: Rolle von ROS im Ras-Raf-MEK-
ERK-Signalweg (mod. nach 142).

Tumorigenesis

Je nach Dauer und Stirke der ERK-

Aktivierung werden viele zellulire Vorgdnge wie Proliferation, Differenzierung,
Migration oder Zelltod moduliert. Neben seiner mitogenen Wirkung weist pERK auch

apoptotische und eine antiapoptotische Wirkungskomponente auf (89, 152, 160).

1.8.2 pAKT

Die Serin/Threonin-Kinase AKT wird auch Proteinkinase B (PKB) genannt, ist
malgeblich an der Regulation von Zellproliferation und Apoptose beteiligt (28) und
wird zumeist {iber den PI3K-Signalweg (Phosphoinositid-3-Kinase), welcher nicht zu
den MAPK-Kaskaden gehért, aktiviert. Ahnlich wie der ERK-Signalweg, wird auch die
PI3K mittels RTK {iber Wachstumsfaktorrezeptoren (EGF-Rezeptor oder GFR) und G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) aktiviert (vgl. Abb. 12). Die PI3K katalysiert
die Phosphorylierung membranstindiger Phosphatidylinositol-Lipide (PIP, > PIP3),

welche nun AKT binden und somit an die Zellmembran transportiert. Dort kann die
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PDK (phosphoinositide dependent kinase 1 & 2) AKT an zwei Doménen
phosphorylieren (Tyrosin 308 und Serin 473) und damit aktivieren (= pAKT) (57, 88,
89, 160) (s. Abb. 9).

Zellulires Uberleben

Abbildung 9: Signalkaskade, die zur Aktivierung von AKT fiihrt (57). Erliuterungen im Text. PI:
Phosphatidylinositol; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; p85: Regulatorische Untereinheit der PI3K;
p110: Katalytische Untereinheit der PI3K; PDK: PI-dependent kinase (PI-abhingige Kinase);
PIP,: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PIP;: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat; RTK:
Rezeptortyrosinkinase

Neben der Aktivierung durch RTK und GPCR kann AKT auch noch durch
Stressstimuli, wie Hitzeschock, Hypoxie, UV- und y-Strahlung und oxidativen Stress
(z.B. Wasserstoffperoxid), aktiviert werden (26, 30, 37, 90, 170). So sorgt z.B.
Wasserstoffperoxid fiir eine stressbedingte Phosphorylierung von FAK (focal adhesion
kinase), welche nun an PI3K bindet, die dann wiederum AKT phosphoryliert (166).
Ebenfalls durch die Aktivierung von Wasserstoffperoxid hat FAK zudem Zugang zum
MAPK-Signalweg und kann somit auch ERK aktivieren (s. Abb. 10).

Die einzige bisher beschriebene Hemmung der AKT-Aktivitit findet durch eine
Phospholipid-Phosphatase statt, welche das Produkt von PTEN/MMACI (phosphatase

and tensin homologue/mutated in multiple advanced cancers) darstellt (108, 130).
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AKT reguliert fundamental wichtige zelluldre Funktionen wie beispielsweise
Zellwachstum, Zelliiberleben, Glukosehaushalt und die Proteinsynthese. Ein weiterer
Effekt der AKT-Stimulierung ist die Aktivierung von eNOS. Diese produziert NO,
welches als ,,second-messenger®-Molekiil Blutdruckédnderungen und Angiogenese
vermittelt (166). Neben proliferativen Eigenschaften verfiigt AKT {iber stark anti-
apoptotische Eigenschaften, indem sie zum Beispiel durch Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren der ,,forkhead“-Familie die Expression apoptotischer Proteine
inhibiert. Uber die Phosphorylierung und Inaktivierung von BAD (Bcl-2/BCL-XL-
associated death promotor) und Caspase 9 werden weitere Apoptosesignalwege
inhibiert (57, 89, 160). Eine Ubersicht iiber die stimulierenden bzw. hemmenden
Wirkungen von PI3K und AKT geben Abb. 10 und 11.

ST Ret+Ret
+Ligan 1 " JNK/SAPK-
i XTK | ///,Rac/rho—rel p\r\?t. ———» | CDC42 |—* Signalweg
\*‘ P ‘ ) \\\\ =
/’ A
|p70S6K] \
GTPras | 2p|3k ZPiPa - M
//V g g o, ! / MAPK-
o S A »AKT Sighalweg
p120cbl |~ /A | PDK1
————— A[AtypPKC
Lamellipodien
Ral GDS [14-3-3 Bildung

Abbildung 10: PI3K-Signalweg mit schematischer Stimulierung (Pfeil) bzw. Hemmung (Strich) der
nachfolgenden Komponente (166). PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase
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Abbildung 11: Der PKB/AKT-Signalweg mit schematischer Stimulierung (Pfeil) bzw. Hemmung
(Strich) der nachfolgenden Komponente (166). PKB: Proteinkinase B

Somit bildet der PI3K/AKT-Signalweg gemeinsam mit dem MAPK/ERK-Signalweg
ein kompliziertes Signalnetzwerk, das sowohl Proliferation als auch Apoptose
mafgeblich beeinflussen kann. Dabei wirkt ERK meist proliferativ und apoptotisch,
wihrend AKT meist proliferative und anti-apoptotische Eigenschaften vermittelt (s.

Abb. 12).
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Raf Abbildung 12: Schematische Dar-
stellung der GFR-Signalkaskade, die
3 zur Aktivierung von AKT und ERK
PDK1/2 fiihrt (89). GFR: Wachstumsfaktor-
MEK rezeptor (growth factor receptor);
PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase;
PDK1/2: Phosphoinositid-abhiingige
! Kinase 1 und 2 (phosphoinositid-
Akt (PKB) ERK dependent kinase 1 and 2); PKB:
: Proteinkinase B; MEK: MAPK/

ERK-Kinase; ERK: Extrazellulir-
o I regulierte Kinasen

Apoptose Proliferation

1.8.3 Nitrotyrosin

Nitrotyrosin wird durch die Reaktion von Peroxynitrit und in Proteinen vorkommenden
Tyrosin-Resten gebildet (s. Abb. 13). Abb. 14 zeigt die Reaktion von Peroxynitrit und
Tyrosin. Die entstandenen stabilen, nitrotyrosinylierten Proteine konnen als 3-
Nitrotyrosin mit Hilfe spezifischer monoklonaler oder polyklonaler Anti-Nitrotyrosin-
Antikorper immunhistochemisch nachgewiesen werden. Da die Nitrierung von Tyrosin
die Beteiligung von RNS (in diesem Falle Peroxynitrit) einschlieBt, ist 3-Nitrotyrosin
als Biomarker des nitrosativen Stresses und der oxidativen Proteinschiddigung
anzusehen (165). Neben zahlreichen Erkrankungen wird auch nach Transplantation und
bei entziindlichen Prozessen iiber die Nitrierung von Tyrosin-Resten berichtet (175,
171).

Die Moglichkeit der enzymatischen Bildung von Nitrotyrosin durch die

Eosinophilenperoxidase und die Myelperoxidase wird diskutiert (177).
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Abbildung 13: Chemische Reaktionen
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Abbildung 14: Ein moéglicher Mechanismus fiir die Bildung von 3-Nitrotyrosin aus Peroxynitrit
und Tyrosin (mod. nach 165).

1.8.4 8-Isoprostan

Die Abkiirzung 8-Isoprostan steht filir 8-iso-Prostaglandin-F,a oder Isoprostan 8-epi-
Prostaglandin-F,o. Die Isoprostane sind stabile Regio- und Stereoisomere der
Prostaglandine und werden als Folge einer durch freie Radikale katalysierten Lipid-
Peroxidation gebildet (99, 104, 127). Dabei werden primir Prostaglandin-F,-dhnliche
Verbindungen, auch F,-Isoprostane genannt, gebildet, welche als nicht-enzymatische
Spaltprodukte der membranstindigen Arachidonsédure entstehen (126). Die zur Familie
der Prostaglandinisomere setzen sich vier

gehorenden  Fj-Isoprostane aus

Regioisomeren zusammen, wovon 8-Isoprostan als erstes identifiziert wurde (113, 128).
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AuBlerdem ist eine enzymatische Bildung von 8-Isoprostan als Nebenprodukt durch die
Cyclooxygenase-Aktivitit (COX) der Prostaglandin H,-Synthase (PGH,-Synthase)
moglich. Durch bestimmte Medikamente, so genannte COX-Hemmer, kann die
Cyclooxygenase-Aktivitit gestoppt und damit die enzymatische Bildung von 8-
Isoprostan unterbunden werden (165). Der Anteil an den durch freie Radikale
gebildeten Isoprostanen ist jedoch gering.

Abb. 15 veranschaulicht die Entstehung von 8-Isoprostan.

LYELIL I TEN Cyclooxygenase o
Membranphospholipide
Freie
Radikale
prostan (8-iso-Prosta-
glandin-F,0) (183). PG:

v v
Prostaglandine
F.Isoprostane I> 8-lsoprostan &

Abbildung 15: 8-Iso-

8-Isoprostan kann wegen seiner biologischen Stabilitdt in Flissigkeiten (127), seiner
spezifischen Entstehung im Rahmen der Lipid-Peroxidation (106, 114) und seines
ubiquitdren Vorkommen im Organismus als ein sehr spezifischer und stabiler Parameter
des oxidativen Stresses gewertet werden (101). Es ist somit ein Marker fiir ROS und
RNS, da beide zu Lipid-Peroxidation beitragen. Zudem ist 8-Isoprostan biologisch
aktiv, indem es z.B. als hochpotenter Vasokonstriktor arterieller Blutgefale und als

Antagonist der Blutpldttchenaggregation fungiert (92, 93, 105, 129, 191).

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, den oxidativen Stress, einschlieBlich der
Verdnderung von nachgeschalteten Signalmolekiilen, nach Augmentation von

autologem Knochen im Bereich des lateralen Unterkiefers am Schafmodell zu
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verschiedenen Zeitpunkten und zu verschiedenen Konditionierungen des
Transplantatlagers anhand vier verschiedener Antikorper (AK) immunhistochemisch zu
bestimmen. Klinisch hat zu diesem Versuch bereits eine Auswertung stattgefunden, die
in dieser Arbeit nun noch auf zelluldrer Ebene, immunhistochemisch, nachuntersucht
werden soll. Da sich die Auswirkungen des oxidativen Stresses iiber den MAPK-Weg
bzw. den PKB-Signalweg manifestieren konnen, wurde die Aktivierung dieser
Signalwege mittels AK gegen pERK und pAKT iiberpriift. Bei Nitrotyrosin und 8-
Isoprostan handelt es sich um stabile Folgeprodukte von freien Radikalen. Sie dienen
somit als direkte Biomarker von oxidativem Stress und wurden ebenfalls mit
entsprechenden AK immunhistochemisch angeférbt.

Des Weiteren wurden die GefdBanzahl in Bindegewebe und Knochen sowie die
Anfiarbung und Menge des Bindegewebes im Augmentationsbereich in Abhédngigkeit

von den gleichen Parametern wie oben beschrieben verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Folgende Gerite wurden fiir diese Arbeit verwendet:

Absaugpumpe Hartenstein

Laborwaage Kern KB

Tischzentrifuge Labnet

Lichtmikroskop Leica — Leitz DM RBE/RD
Digitalkamera Olympus - Camedia C-4040Zoom
pH-Meter inoLab

Pipetten Eppendorf

Pipettierhilfe (accu-jet™) Hartenstein

2.1.2 Verbrauchsmittel

Folgende Verbrauchsmittel wurden fiir diese Arbeit verwendet:

Magnetriihrstibchen Hartenstein
Filterpapier Schleicher & Schuell (Hartenstein)
Objekttrager Glas (Elka) Assistent (Hartenstein)
Deckgléser Hartenstein
Fettstift (Pap Pen) G. Kisker
Plastikschélchen Hartenstein
Loffel Hartenstein
Glasgefille Hartenstein
Einmalpipetten aus Plastik, 10 ml Greiner
(Cellstar™)
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Pasteurpipetten aus Glas Brand

Einmal-Pasteurpipetten aus PE, 3 ml ~ Hartenstein
Verschlussfolie (Parafilm®) American National Can (Hartenstein)
2.1.3 Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden fiir diese Arbeit verwendet:

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck

Destilliertes Wasser (Aqua dest.) Uni Wiirzburg
Kochsalz (NaCl) Roth

Salzsdure (HCI) Riedel-de Haén
Diaminobenzidin (DAB) Sigma
Dinatrium-Hydrogenphosphat-Dihydrat Roth
Natrium-Dihydrogenphosphat-Monohydrat Noras
Ammoniumchlorid Merck

Nickel-II-Sulfat Merck

B-D-Glukose Merck
Glukose-Oxidase Sigma

Xylol Roth

Ethanol (100%, 96% und 70%) SAP
Wasserstoffperoxid Merck

Methanol J. T. Baker

Triton X-100 Schwarz/Mann Biotech
Rinderalbumin (BSA) PAA Laboratories
Horseradish-Peroxidasekomplex GE Healthcare UK Limited
Entellan Merck

2.1.3.1 Ansatz von 0,05 M TBS (Tris-buffered Saline), pH 7,6

6,057 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 250 ml Aqua dest. 16sen; 8,766 g
NaCl (= 150 mM) dazugeben und mit 1 M HCl = 80 ml auf pH 7,6 einstellen.

30



Material und Methoden

AnschlieBend mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen und dabei den pH-Wert

kontrollieren.

2.1.3.2 Ansatz von Phosphatpuffer (PBS) 0,1 M, pH 7,4

Der PBS wird fiir die Entwicklung mit DAB benétigt. Es werden 14,4 g/l Dinatrium-
Hydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO4 x 2 H,O) und 2,6 g/l Natrium-Dihydrogen-
phosphat-Monohydrat (NaH,PO4 x H,0) zusammengegeben und ein pH-Wert von 7,4
eingestellt.

2.1.3.3 Ansatz der DAB-Losung

Ansatz der Substanzen fiir DAB-Entwicklung zum Aliquotieren:

DAB 5000 mg in 100 ml Aqua dest.

NH4Cl 4000 mg in 100 ml Aqua dest.

NiSO4 x 6 H,O 130 mg in 10 ml Aqua dest.

10% Glukose 10 g B-D-Glukose in 100 ml Aqua dest.
Glukose-Oxidase 1,2 mg in 1 ml Aqua dest.

In 15 ml 0,1 M PBS (pH 7,4) werden 150 ul DAB-Lo6sung (= 7,5 mg), 150 ul NH4Cl (=
6 mg), 300 pl NiSO4 (= 0,05 M), 300 pl 10% Glukose sowie 50 ul Glukose-Oxidase

gelost. Da die Losung anschlieBend triib wird, muss sie filtriert werden.
2.1.4 Antikorper
Es wurde mit den Antikorpern Anti-Phospho-ERK (pERK), Anti-Phospho-Aktl/PKBa

(pAKT), Anti-Nitrotyrosine (Nitrotyrosin) und Anti-8-epi-PGF (8-Isoprostan)

gearbeitet. Ndhere Informationen finden sich in Tab. 1.
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Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Antikorper.

Anti- Verdiinnung DAB-
AK Spezies Lagerung Firma
Spezies (mit TBS) | Einwirkzeit
PERK Ziege Maus -20°C Sigma 1:400 30 min
PAKT Kaninchen | Human -20°C Upstate 1:500 20 min
Nitrotyrosin | Kaninchen Alle +4°C Chemicon 1:500 15 min
Isoprostan Ziege - 80°C NatuTec 1:1500 10 min

2.2 Methoden

2.2.1 Vorausgegangene Untersuchungen

Die vorliegende Studie wurde im Schaf-Tiermodell durchgefiihrt. Die Operationen an
den Schafen erfolgten bereits im Vorfeld durch Prof. Dr. Dr. A. Kiibler und PD Dr. Dr.
T. Reuther.

2.2.1.1 Versuchstiere und Methode

Fiir die Versuchsreihe wurden 16 erwachsene weibliche Schafe (0-Gewicht 73,6 + 8,6
kg) auf 4 Gruppen fiir 4 Euthanasiezeitpunkte mit jeweils 4 Tieren randomisiert. Die
Opferung der Schafe fand nach 4, 8, 12 und 16 Wochen statt. Vor und nach
Durchfiihrung des chirurgisch-experimentellen Eingriffs wurden die Tiere unter
standardisierten Laborbedingungen gehalten, veterindrmedizinisch {iberwacht und
hatten freien Zugang zu Nahrung. Sowohl die zustindige Ethikkommission als auch die
zustindige Bezirksregierung (Antragsnummer 50.203.2 K43, 36/01) genehmigten die

Tierversuche.

2.2.1.2 Andsthesie der Schafe

Die Vollnarkose wurde mit 2% Propofol eingeleitet. Nach Intubation wurde die

Anisthesie mit Isofluran, Sauerstoff, Propofol 2% und Midazolam aufrechterhalten.
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Prophylaktisch wurde peri- und postoperativ (fiir 3 Tage) mit Penicillin s.c.
abgeschirmt. Zur Schmerzreduktion wurde postoperativ bis zum dritten Tag ein
Analgetikum s.c. (Rimadyl) verabreicht. Durch schrittweise Reduzierung des Propofol
wurde die Anédsthesie beendet. Sadmtliche operativen MalBnahmen wurden unter

aseptischen Bedingungen vorgenommen.

2.2.1.3 Gewinnung von kortikospongiésem Beckenspan

Die Entnahme des autologen, kortikospongidosen Beckenspanes erfolgte mit einer
oszillierenden Stichsdge unter dauernder Kochsalzkiihlung. So wurde ein bikortikales
Knochenstiick der GroBe 2,0 x 2,0 x 1,5 cm gewonnen, welches komplett von Periost-
anteilen befreit und bis zu seiner weiteren Verwendung in einem sterilen, mit Kochsalz
getrankten, Tupfer aufbewahrt wurde. Der Wundverschluss der Entnahmestelle erfolgte

vierschichtig mit Vicryl und anschlieSendem Spriihverband.

2.2.1.4 Knochentransplantation auf den lateralen Unterkiefer

Vorbereitung des OP-Feldes durch Rasur im Bereich des horizontalen Unterkieferastes
der Schafe mit anschlieBender Desinfizierung (Cutasept® F). Darstellung der gesamten
Lange des Unterkiefers (von der Eckzahnregion bis kurz vor den M. masseter) nach
vorheriger Inzision entlang des Unterkieferbasalrandes, Blutstillung und schichtweiser
Aufpraparation bis zur lateralen Fliche des Unterkiefers (UKs). Die nun frei gelegte
laterale UK-Flidche stellte das Transplantatlager dar. Zuvor wurde jedoch noch das
bereits gewonnene bikortikale Knochenstiick aus dem Beckenkamm unter Wasser-
kiihlung mit der Stichsdge in 4-6 gleich groBe monokortikale Knochenstiicke geteilt.
Diese wurden nun, zu verschiedenen Konditionierungen des Transplantatlagers, mittels
zweier Titan-Mikroschrauben (10 mm lang, 1,5 mm breit) auf den lateralen UK der
Schafe fixiert. Dabei wurden die monokortikalen Spédne spongiosaseitig auf die
Kortikalis des Transplantatlagers aufgebracht. Der anschlieBende Wundverschluss

erfolgte zweischichtig mit Vicryl mit anschlieendem Sprithverband.
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2.2.1.5 Konditionierungen des Transplantatlagers

Folgende Konditionierungen des Transplantatlagers wurden gewahlt:

Konditionierung 1

Kortikospongiosa + Schraubenfixation (SF): Spongiosaseitige Fixierung des mono-
kortikalen Knochenspans mittels Titan-Mikroschrauben auf dem lateralen UK der

Schafe (s. Abb. 16)

Titan-Mikroschraube

Monokortikaler
\. / Beckenspan
A
Transplantatiager
""" Unterkiefer

Abbildung 16: Schematische Darstellung von Konditionierung I (Kortikospongiosa + Schrauben-
fixation).

Konditionierung I1

Perforation des Transplantatlagers + SF: Eroffnung der Spongiosardume an 8-10 Stellen
des Transplantatlagers mittels Perforation der AuBenkortikalis des UKs durch einen
Rosenbohrer. AnschlieBende spongiosaseitige Fixation des monokortikalen Becken-

spanes mittels Titan-Mikroschrauben auf dem lateralen UK der Schafe (s. Abb. 17).

34



Material und Methoden

Titan-Mikroschraube Monokortikaler
Beckenspan

Transplantatlager

|__—"" Unterkiefer

Perforationen

Abbildung 17: Schematische Darstellung von Konditionierung II (Perforation des Transplantat-
lagers + Schraubenfixation).

Konditionierung 111

SF + Periostexzision: Nach herkdmmlicher Schraubenfixation des Transplantates im
UK wurde das bedeckende Periost exzidiert. Eine Perforation der Kortikalis erfolgte

nicht (s. Abb. 18).

Titan-Mikroschraube
Monokortikaler
\ Beckenspan

Periostexzision ——_ . /

31:‘ J-\I :\
Transplantatlager

1 — Unterkiefer

Abbildung 18: Schematische Darstellung von Konditionierung III (Schraubenfixation + Periost-
exzision).

Konditionierung IV

SF + Membran: Periostverstirkung durch eine direkte Abdeckung des Transplantates

mit einer resorbierbaren Kollagen-Membran (Bio-Gide®). Fixierung der Membran
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mittels 4-6 Mikroschrauben. Das Transplantat wurde somit vom umliegenden Gewebe
isoliert (s. Abb. 19).

Titan-Mikroschraube Monokortikaler

\ Beckenspan

T

Membran

S =

\‘

Transplantatlager

| — Unterkiefer

Abbildung 19: Schematische Darstellung von Konditionierung IV (Schraubenfixation + Membran).

Konditionierung V

SF + Bio-Oss® + Membran: Gleiche Vorgehensweise wie bei Konditionierung IV; nur,
dass der Raum zwischen Augmentat und Bio-Gide™ Membran mit Bio-Oss” Spongiosa

Granulat der GréBe 0,25 — 1,0 mm aufgefiillt wurde (s. Abb. 20).

Titan-Mikroschraube Bio-Oss ®
Monokortikaler
Beckenspan
Transplantatlager
__1—"" Unterkiefer

Abbildung 20: Schematische Darstellung von Konditionierung V (Schraubenfixation + Bio-Oss® +
Membran).
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Konditionierung VI

Sperre + SF: Applikation einer undurchldssigen Silikonmembran zwischen
Transplantatlager und monokortikalem Augmentat, um beide von einander zu

separieren (s. Abb. 21).

Titan-Mikroschraube Monokortikaler

\ / Beckenspan

Transplantatlager

| _—" Unterkiefer

Silikonbarriere \\

Abbildung 21: Schematische Darstellung von Konditionierung VI (Sperre + Schraubenfixation).

Die Augmentationen wurden jeweils auf beiden Seiten des lateralen UKs mit einem
Abstand von ca. 1 cm durchgefiihrt. Konnte dieser Abstand nicht eingehalten werden,
so wurden pro Seite anstatt drei lediglich zwei monokortikale Beckenspdne

transplantiert.

Die sechs verschiedenen Konditionierungen des Transplantatlagers wurden moglichst
gleichméfig auf die Versuchsgruppen verteilt, so dass zu den verschiedenen
Einheilzeitpunkten (4, 8, 12 und 16 Wochen) fiir jede Fragestellung nach Mdéglichkeit 3
Proben vorlagen und ausgewertet werden konnten. Um Variationen bei der
Operationstechnik zu vermeiden, wurden alle Eingriffe vom selben Operateur
vorgenommen, anhand des gleichen Protokolls ausgefiihrt und fotodokumentarisch

festgehalten.

2.2.1.6 Euthanasie der Schafe

Nach ihren jeweiligen Einheilzeitpunkten (4, 8, 12 und 16 Wochen) wurde bei den

Schafen mittels Propofol 2% eine Narkose eingeleitet und die Tiere mit einer Uberdosis
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Narcoren (40 ml) euthanasiert. Um eine Blutkoagulation zu verhindern, wurde den

Schafen zudem 7 ml Liquemin® N 25000 (= 37.500 LE.) i.v. verabreicht.

2.2.1.7 Fixation der Priiparate

Eine Fixation der Prdparate war auf Grund der Grofe der Proben und der teils sehr
dichten Knochenstruktur nur durch Perfusion und anschlielende Immersion zu
gewihrleisten.

Deshalb wurden den Schafen unmittelbar nach ihrer Totung beidseits kleinlumige
Katheter in die A. carotis communis und die V. jugularis interna inseriert. Nach
Abtrennung des Schéddels vom Rumpf wurde dieser solange mit Kochsalzlosung (NaCl
0,9%; 3 Liter) gespiilt bis iiber die V. jugularis interna ein klarsichtiger Riickfluss zu
erkennen war. Im Anschluss erfolgte die Perfusionsfixation des gesamten Schidels mit
Paraformaldehyd (pH 7.4; 2 Liter) in 0,1% PBS. Nun konnte, nach Préparation des UKs
mit dem Skalpell, die Gewinnung der Proben durch Osteotomie erfolgen. Wahrend
dieses Vorganges wurde stets auf eine sorgfiltige Kithlung mit NaCl 0,9% geachtet. Im
Anschluss wurden die Proben in der Mitte in zwei gleich groBe Stiicke geteilt. Die in
dieser wissenschaftlichen Arbeit untersuchten Hilften der Proben wurden fiir 2 Tage in
4%igem Paraformaldehyd (PFA) in 0,1% PBS immersionsnachfixiert. Die anderen
Halften wurde mit 4%igem Formalin immersionsfixiert, bevor sie filir verschiedene

Auswertungsprozesse zur Verfiigung standen (157).

2.2.1.8 Knochenprobenentkalkung und histologischer Schnitt

Die Entkalkung der PFA-fixierten Probenhélften wurde mit EDTA durchgefiihrt. Diese
Behandlung dauerte ca. 3-4 Wochen.

Zur weiteren Entkalkung wurde 10%ige Ameisensidure verwendet. Zur Beendigung des
Entkalkungsprozesses war hier, abhdngig vom Probenvolumen, ein Zeitraum von 4-5
Wochen notwenig.

Die anschlieBende Entwésserung der Proben erfolgte durch Immersion in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96% und 100%) fiir jeweils 2 min und durch

Immersion in Xylol fiir 5 min. Als nédchstes wurden die Proben in reproduzierbarer
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Positionierung in Paraffin eingebettet. Von den entkalkten Gewebsblocken konnten nun,
mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica RM 2255), Schnitte von 10 pm Schichtdicke

angefertigt und anschlieBend auf gliserne Objekttriger aufgezogen werden.

2.2.2 Firbung von Paraffinschnitten

Der verwendete Puffer ist 0,5 M TBS; alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur
(25°C).

Zunichst wurden die Préparate in einer absteigenden Alkoholreihe ,,bewéssert®, damit
die Farbung bzw. AK-Losungen aufgenommen werden kénnen. Dazu wurden sie erst
20 min in Xylol gewissert und anschlieBend nacheinander jeweils fiir 5 min in 100%,
96% und 70% Ethanol gegeben.

Danach wurden die Prédparate dreimal fiir 5 min mit dem Puffer TBS (0,5 M)
gewaschen. Da eine nicht blockierte endogene Peroxidase zu einem falsch positiven
Ergebnis fiihren wiirde, wurden die Prédparate 2 x 10 min mit 3% H,O, in Methanol
getrankt. Im Anschluss wurde wieder 2 x 5 min mit TBS gewaschen. Nun wurde fiir 10
min eine Losung von 0,5 M Ammoniumchlorid + 0,25% Triton X-100 in TBS auf die
Priparate gegeben. Dabei sorgt das Triton X-100 fiir eine Permeabilisierung der Zellen;
das heillt die Membranen der Zellen wurden in diesem Schritt permeabilisiert,was das
Eindringen der AK in die Zellen erleichtert. Zudem werden durch das Ammonium-
chlorid die Aldehydvernetzungen aufgeldst und somit das Gewebe maskiert. Es erfolgte
eine weitere Spililung mit TBS fiir 2 x 5 min. Im néichsten Schritt wurde fiir 60 min
5%iges BSA (Rinderalbumin) in TBS auf die Prdparate gegeben. Ziel dieses Schrittes
war die Besetzung von unspezifischen Bindungsstellen mit dem Protein. Diese
Bindungsstellen waren nun blockiert und konnten nicht mehr vom priméren (= 1.) AK
gebunden werden. Die Inkubation mit dem 1. AK (Verdiinnung mit TBS s. Tab. 1)
wurde liber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. In diesem Schritt bindet der AK spezifisch
gegen das Antigen, welches spéter nachgewiesen werden soll. Am néchsten Tag wurden
die Priparate zuerst 4 x 5 min mit TBS gewaschen. Anschliefend erfolgte fiir 60 min
die Inkubation mit dem sekunddren (= 2.) AK (Verdiinnung mit TBS s. Tab. 1) gegen
die Spezies, aus der auch der 1. AK stammt. Danach erfolgte wieder eine TBS-

Waschung fiir 4 x 5 min. Nun erfolgte 60 min lang die Markierung des 2. AK durch die
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Inkubation mit dem Horseradish Peroxidasekomplex. Dieser lag in einer Verdiinnung
von 1:150 in TBS vor. Der 2. AK konnte jetzt durch eine Entwicklungsmethode, in
diesem Fall mittels DAB, nachgewiesen werden. Zuvor wurde jedoch noch einmal fiir 4
x 5 min mit TBS gewaschen. Zur DAB-Entwicklung wurde nun die filtrierte DAB-
Losung auf die Schnitte aufgetragen. Die AK-spezifische DAB-Einwirkzeit ist Tab. 1
zu entnehmen. Durch Abnahme der DAB-Losung und sofortiges Auftragen von TBS
wurde die Entwicklung gestoppt. Auch das TBS wurde sofort wieder abgesaugt. Es
folgte eine Waschung mit TBS fiir 3 x 5 min.

Nachdem der eigentliche Farbevorgang nun abgeschlossen war, wurden die Schnitte
wieder entwdssert. Dies geschah mit einer aufsteigenden Alkoholreihe, wobei die
Priparate nacheinander fiir jeweils 5 min in 70%, 96% und 100% Ethanol getrénkt
wurden. Durch eine 10-miniitige Wésserung in Xylol wurden die Schnitte mit Entellan

eingedeckt.

2.2.3 Arbeiten mit dem Mikroskop

Fiir die Auszdhlung/Auswertung einer AK-Reihe wurde immer mit den gleichen
VergroBerungen und Lichteinstellungen am Mikroskop gearbeitet, damit ein Vergleich
der einzelnen Préparate moglich war. Insbesondere die die Kondensatoreinstellungen

waren konstant.

2.2.4 Gesichtsfelder

Bei sdmtlichen Aufnahmen mit der Digitalkamera wurde mit den gleichen
Einstellungen und stets ohne Blitz gearbeitet. Zuerst wurden jeweils Ubersichts-
aufnahmen von der AK-Firbung und der Kontrolle des Priparates bei 16-facher
Vergroferung gemacht. Im Folgenden wurden flinf verschiedene Gesichtsfelder
definiert und diese bei 200-facher Vergroferung mehrmals abfotografiert (s. Abb. 22 —
24): Bereich 1 bezeichnet das Transplantatlager, bestehend aus der Kompakta des UKs.
Bei Bereich 2 handelt es sich um die mediane Ubergangszone vom Augmentat zum
Transplantatlager. Bereich 3 stellt den spongids-kndchernen Anteil des Augmentates

dar. Beim lateralen Ubergang vom Transplantat zum Transplantatlager handelt es sich
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um Bereich 4. SchlieSlich wurde als 5. Bereich noch der kortikale Anteil des
Augmentates abfotografiert.

Kompakta

Spongiosa

Augmentat Se neu gebildeter Knochen

- im Ubergangsbereich
L]

Transplantatlager @ —+—— Kompakta

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Bereiche 1-5. Beschreibung siche Text.

2.2.5 Mikroskopieren der Priparate
Auf den abfotografierten Bildern wurden zuerst die Ubersichtsaufnahmen verglichen. In

der Regel war zu sehen, dass die AK-Farbung intensiver gefirbt war als der

Kontrollschnitt (vgl. Abb. 23 und 24).
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Bereich 5

Bereich 3

Bereich 2

Bereich 4

Bereich 1

Abbildung 23: Ubersichtsaufnahme der IHC-Kontrolle bei 16-facher Vergréfierung mit
Markierung der Bereiche 1-5. Beschreibung siehe Text. IHC: Immun-Histo-Chemie

Bereich 5

Bereich 3
Bereich 2

Bereich 4

Bereich 1

Abbildung 24: Ubersichtsaufnahme der AK-Firbung (Nitrotyrosin) bei 16-facher Vergrofierung
mit Markierung der Bereiche 1-5. Beschreibung siehe Text. AK: Antikorper

Anschlieend wurden in den fiinf verschiedenen Bereichen jeweils Osteozyten (OZ),
Osteoblasten (OB) und Osteoklasten (OK) auf ihre Farbintensitit hin ausgezéhlt (s.
Abb. 25 und 26). Hierzu wurde jeder einzelnen Knochenzelle eine Zahl von 0 — 3

zugeordnet, wobei 0 ,,weill* (wenig geférbt) und 3 ,,schwarz® (stark gefdrbt) entsprach.
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Dazwischen liegende Farbintensititen werden entsprechend mit 1 oder 2 bezeichnet.
Abb. 26 verdeutlicht die Zuordnung von Intensititswerten anhand der OZ. Pro Bereich
und Préparat sollten an fiinf verschiedenen Stellen jeweils ca. 50 Knochenzellen auf ihre

Farbintensitit hin bestimmt werden.

Abbildung 25: Darstellung der Knochenzellen aus Bereich 3 nach AK-Féarbung (Nitrotyrosin) bei
200-facher Vergrofierung. AK: Antikorper; OZ: Osteozyten; OB: Osteoblasten; OK: Osteoklasten
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Abbildung 26: Verdeutlichung der Zuordnung von Intensititswerten (0-3) anhand von OZ, wobei 0
fiir ,,wenig gefirbt“ (weifl) und 3 fiir ,stark gefirbt“ (schwarz) steht. Dazwischen liegende
Farbintensititen wurden entsprechend mit 1 oder 2 gekennzeichnet. Es handelt sich um den
Bereich 2 einer AK-Firbung (Nitrotyrosin) bei 200-facher Vergroferung. OZ: Osteozyten; AK:
Antikorper

Des Weiteren wurde die Menge an Bindegewebe (BG) im Priparat sowie die Farbung
des BG im Préparat ebenfalls mit einem Score von 0 — 3 belegt. Dabei steht 0 fiir wenig
BG im Préparat bzw. fiir eine niedrige Farbintensitit des BG und 3 fiir viel BG bzw. fiir
eine hohe Farbintensitdt des BG im Préparat. Letztlich wurde noch die Anzahl der
GefdBe im BG und Knochen getrennt gezéhlt. Auch hier wurde mit Werten von 0 — 3
gearbeitet, wobei 0 fiir sehr wenig und 3 fiir sehr viele Gefdf3e steht.

Priparate, auf denen keine eindeutige Struktur des angegebenen Augmentations-

verfahrens wieder zu finden ist, wurden so weit wie moglich ausgewertet. Préparate, die
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nicht auswertbar waren und von denen es keine Mdoglichkeit gab, neue Schnitte
anzufertigen, wurden von der Auswertung ausgeschlossen.

Die Auszéhlung erfolgte doppelt durch zwei Personen unabhéngig voneinander.

2.2.6 Auswertung und statistische Analyse

Zur Auswertung der AK-Fiarbungen wurde die Farbintensitit der einzelnen Knochen-
zellen (OZ, OB und OK) in den Bereichen 1 — 5 ausgezéhlt (s. Abb. 22). Da sich in den
Priparaten nur eine sehr geringe Anzahl an OK finden liel, wurde der Grenzwert
(Treshold) fiir OK auf n = 5 gesetzt. Die Anzahl von OZ und OB war weitaus hoher, so
dass fast immer die geforderte Anzahl von 250 Zellen (fiinf Stellen a 50 Zellen) pro
Feld erreicht wurde. Um einen Mittelwert fiir die statistische Analyse zu erhalten wurde
der Mittelwert aus beiden Auszdhlungen fiir jedes der fiinf Gesichtsfelder gebildet.
Anschliefend erfolgte die Zusammenfassung aller korrespondierenden Gesichtsfelder.
So erhielt man pro Préparat jeweils einen Mittelwert fiir OZ, OB und OK. Dieser wurde
auf drei Stellen nach dem Komma gerundet.

Zusitzlich zu den Mittelwerten der Farbintensitit der Knochenzellen wurde noch die
Anzahl der GefiBe in Knochen und BG und die Menge und Farbung des BG im

Préaparat ausgewertet.

Die Daten wurden mit der Software SPSS fiir Windows (Version 17.0) analysiert.
Konditionierung VI diente als Negativkontrolle. Weil sie klinisch am Patienten nie
praktiziert wird, wurde sie nicht in die statistische Analyse miteinbezogen.

Die klinische Auswertung der verschiedenen Augmentationsverfahren zeigte, dass nach
16 Wochen Einheilzeit alle Augmentate, abgesehen von Konditionierung V, nahezu
komplett wegresorbiert waren und die Fixationsschrauben meist entbl6t im Knochen
standen (157).

Um die Daten der Auswertung {liberschaubar zu halten und den klinischen Aspekt der
Studie zu berticksichtigen, wurde der klinische Erfolg von Konditionierung V (keine
bzw. keine groBe Atrophie) den Werten der Konditionierungen I — IV (Gruppe der

Priparate mit Atrophie) gegeniibergestellt. Es wurden somit zwei Gruppen erstellt: Eine
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Nicht-Atrophie-Gruppe (ohne bzw. mit wenig Atrophie) und eine Atrophie-Gruppe (mit
klinischer Atrophie).

Auf Grund der geringen Prédparateanzahl in der Nicht-Atrophie-Gruppe (teilweise nur
zwei Priparate pro Zeitpunkt), wurden die Einheilzeiten von vier auf zwei Zeitpunkte
zusammengefasst. Den 1. Zeitpunkt stellen die Préparate mit 4 und 8 Wochen Einheil-
zeit dar; den 2. Zeitpunkt die Préparate mit 12 und 16 Wochen Einheilzeit. Durch diese
Zusammenfassung konnte die Anzahl der Praparate pro Zeitpunkt verdoppelt werden.
Die Werte der beiden Gruppen (klinische Atrophie vs. keine klinische Atrophie) wurden
nun unter Betrachtung der beiden Zeitpunkte (4. + 8. Woche vs. 12. + 16. Woche),
einzeln fiir jede der vier AK-Farbungen, statistisch ausgewertet.

Zusatzlich wurden bei allen Auswertungen die Standardabweichungen errechnet und
Signifikanztests durchgefiihrt. Fiir normalverteilte Daten kam der T-Test und bei nicht
normalverteilten Daten der Mann-Whitney-Test zum Einsatz. Beim T-Test wurde im
Vorfeld ein Levene-Test auf Varianzengleichheit durchgefiihrt. Ist das Ergebnis des
Levene-Test groBer als 0,05, so sind die Varianzen gleich; ist der Wert hingegen kleiner
als 0,05, so sind die Varianzen nicht gleich.

Da sehr viele Signifikanztests durchgefiihrt wurden (multiples Testen), musste zudem
das Signifikanzniveau angepasst werden. Dabei wurde das Signifikanzniveau von 0,05
durch die Anzahl der Tests (pro Farbung) dividiert (Bsp.: bei 6 Tests = 0,05 / 6 =
0,008). Die Signifikanzwert (p-Wert) wurde im Anschluss also nicht mit 0,05, sondern
stattdessen mit dem korrigierten Wert (hier 0,008) verglichen. Ist der p-Wert kleiner als
der korrigierte Signifikanzwert, so ist der Unterschied zwischen den Gruppen
signifikant. Ist der p-Wert kleiner als 0,001 wird der Unterschied als hoch signifikant
angesehen.

Bei der Auswertungsreihe der Farbungsintensitit der Knochenzellen handelt es sich um
normalverteilte Daten. Die Signifikanz wurde mittels T-Test {berpriift und das
Signifikanzniveau entsprechend der Anzahl der durchgefiihrten Tests (Anzahl = 6) auf
0,008 gesenkt.

Bei der Auswertungsreihe beziiglich der Anzahl der Geféle in BG und Knochen handelt
es sich um nicht-normalverteilte Daten. Die Signifikanz wurde hier mittels nicht-
parametrischer Mann-Whitney-Tests {iberpriift und das Signifikanzniveau entsprechend

der Anzahl der durchgefiihrten Tests (Anzahl = 4) auf 0,013 gesenkt.
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Bei den Auswertungsreihen beziiglich der Menge an BG im Pridparat und der
Féarbungsintensitit des BG im Pridparat handelt es sich ebenfalls um nicht-
normalverteilte Daten. Die Signifikanz wurde in beiden Fillen mittels nicht-
parametrischer Mann-Whitney-Tests iiberpriift und das Signifikanzniveau entsprechend

der Anzahl der durchgefiihrten Tests (Anzahl = 2) auf 0,025 gesenkt.
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3 Ergebnisse

Bei der Auswertung der Daten wurde stets die Gruppe ohne bzw. mit nur geringer
klinischer Atrophie (entspricht Konditionierung V) der Gruppe mit eindeutiger
klinischer Atrophie (entspricht den Konditionierungen I — IV) gegeniibergestellt.
Letztere wird Atrophie-Gruppe genannt. Die Gruppe ohne bzw. mit nur geringer

klinischer Atrophie wird als Nicht-Atrophie-Gruppe bezeichnet.

3.1 Farbungsintensitiit von Osteozyten, Osteoblasten und Osteoklasten

Da es sich bei dieser Auswertungsreihe um normalverteilte Daten handelt, wurde die
Signifikanz mittels T-Tests liberpriift. Das Signifikanzniveau wurde entsprechend der

Anzahl der durchgefiihrten Tests (Anzahl = 6) auf 0,008 gesenkt.
3.1.1 Anfiarbung von pERK

Die Féarbungsintensitit der Gruppe ohne klinische Atrophie ist zumeist hoher, als die der
Gruppe mit Atrophie. Lediglich in der 4. — 8. Woche (1. Zeitpunkt) kommt es
anndhernd zu einer Stagnation der Werte der OZ und in der 12. — 16. Woche (2.
Zeitpunkt) sogar zu einem Abfall der Farbintensitit der OK zwischen den jeweiligen
Gruppen.

Betrachten wir die unterschiedlichen Zeitpunkte, so ist bei den OB keine Verdnderung
zu erkennen. Bei den OK weist lediglich die Gruppe ohne klinische Atrophie eine
Absenkung der Farbintensitidtswerte zum 2. Zeitpunkt hin auf. Die OZ verzeichnen in
der Gruppe mit klinischer Atrophie eine Absenkung der Werte ebenfalls zum 2.
Zeitpunkt.

Die hochsten Farbintensitétswerte erzielen OB, gefolgt von OK und OZ (vgl. Abb. 27).
Die deskriptive Statistik kann Tab. 2 und 3 entnommen werden.

Bei der Anfiarbung von pERK konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt

werden (s. Anhang).
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Zeitpunkt

4. bis 8. Woche

12. bis 16. Woche

2,507

2,257

2,007

1,757

Mittelwert +- 1 SD

1,257

T T T T
klinische Atrophie  keine Klin. Atrophie  klinische Atrophie  keine kiin. Atrophie

Abbildung 17: Farbintensitit von OZ, OB und OK nach Anfirbung von pERK. OZ: Osteozyten

klinisches Erscheinungsbild

(blau); OB: Osteoblasten (griin); OK: Osteoklasten (gelb)

Tabelle 2: Zeitpunkt: 4. — 8. Woche. Standardabweichungen und Mittelwerte von OZ, OB und OK
nach Anfiarbung von pERK. N: Anzahl der Priparate; OZ: Osteozyten; OB: Osteoblasten; OK:

Ioz
I oB

Osteoklasten
klinisches Standard-
Erscheinungsbild N Mittelwert abweichung
o7 klinische Atrophie 24 1,70350 0,239294
keine klin. Atrophie 6 1,70583 0,243819
OB klinische Atrophie 24 2,16342 0,176286
keine klin. Atrophie 6 2,26450 0,267789
oK klinische Atrophie 23 1,96174 0,276955
keine klin. Atrophie 6 2,02983 0,200173
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Tabelle 3: Zeitpunkt: 12. — 16. Woche. Standardabweichungen und Mittelwerte von OZ, OB und
OK nach Anfirbung von pERK. N: Anzahl der Priparate; OZ: Osteozyten; OB: Osteoblasten;
OK: Osteoklasten

klinisches Standard-
Erscheinungsbild N Mittelwert abweichung
o7 klinische Atrophie 20 1,65510 0,336443
keine klin. Atrophie 5 1,71500 0,386976
OB klinische Atrophie 18 2,15478 0,206965
keine klin. Atrophie 5 2,30040 0,127653
oK klinische Atrophie 13 1,87677 0,195571
keine klin. Atrophie 4 1,72200 0,195842

3.1.2 Anfiarbung von pAKT

In der 4. — 8. Woche nach Knochentransplantation weist die Gruppe ohne klinische
Atrophie bei allen Knochenzellen eine geringere Farbungsintensitit auf, als die Gruppe
mit Atrophie. Beim 2. Zeitpunkt sind die Werte der Gruppen nahezu identisch, lediglich
die OB in der Gruppe ohne Atrophie erzielen hohere Werte als die Kontrollgruppe.
Wihrend es beim 2. Zeitpunkt bei den OK zu einem Absinken der Farbintensitit
kommt, bleiben die Werte der OZ konstant. Bei den OB kann in der Atrophie-Gruppe
ein Absinken der Werte zum 2. Zeitpunkt beobachtet werden; die Werte der Gruppe
ohne Atrophie bleiben konstant.

Die hochsten Farbintensititswerte erzielen OB, gefolgt von OK und OZ (vgl. Abb. 28).
Die deskriptive Statistik kann Tab. 4 und 5 entnommen werden.

Signifikante Unterschiede (p = 0,001) weisen die OB und OK der Atrophie-Gruppe
beim Vergleich der beiden Zeitpunkte auf. In der Nicht-Atrophie-Gruppe sind die OK
zu den verschiedenen Zeitpunkten mit p = 0,016 als nicht signifikant zu erwdhnen (s.

Anhang).
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10z
Zeitpunkt I0B
oK
4. bis 8. Woche 12. bis 16. Woche
2,501
2,25
[0)
R b
73]
_"_ 2,00 ~ 0}
o
3
£ 1757
= D
1,50
1,254

T T T T
klinische Atrophie  keine Kklin. Atrophie  klinische Atrophie keine kiin. Atrophie

klinisches Erscheinungsbild

Abbildung 28: Farbintensitit von OZ, OB und OK nach Anfirbung von pAKT. OZ: Osteozyten
(blau); OB: Osteoblasten (griin); OK: Osteoklasten (gelb)

Tabelle 4: Zeitpunkt: 4. — 8. Woche. Standardabweichungen und Mittelwerte von OZ, OB und OK

nach Anfiarbung von pAKT. N: Anzahl der Préiparate; OZ: Osteozyten; OB: Osteoblasten; OK:
Osteoklasten

klinisches Standard-
Erscheinungsbild N Mittelwert abweichung
oz klinische Atrophie 24 1,69613 0,245672
keine klin. Atrophie 6 1,65550 0,156180
OB klinische Atrophie 24 2,29592 0,212248
keine klin. Atrophie 6 2,20400 0,050196
oK klinische Atrophie 23 2,10361 0,323009
keine klin. Atrophie 6 2,02550 0,180580
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Tabelle 5: Zeitpunkt: 12. — 16. Woche. Standardabweichungen und Mittelwerte von OZ, OB und
OK nach Anfirbung von pAKT. N: Anzahl der Priparate; OZ: Osteozyten; OB: Osteoblasten;
OK: Osteoklasten

klinisches Standard-
Erscheinungsbild N Mittelwert abweichung
oz klinische Atrophie 19 1,60937 0,229121
keine klin. Atrophie 4 1,67325 0,161378
OB klinische Atrophie 19 1,96979 0,334013
keine klin. Atrophie 4 2,20450 0,282846
oK klinische Atrophie 16 1,68494 0,415138
keine klin. Atrophie 4 1,71150 0,118013

3.1.3 Anfiarbung von Nitrotyrosin

Beim 1. Zeitpunkt sind die Werte fiir OK und OB zwischen den beiden Gruppen nahezu
gleich. In der 12. — 16. Woche verzeichnen die OZ der Gruppe ohne klinische Atrophie
geringere Werte als die Atrophie-Gruppe. OK und OB zum 2. Zeitpunkt und OZ zum 1.
Zeitpunkt weisen in der Gruppe ohne Atrophie hohere Werte als die Atrophie-Gruppe
auf.

Beim Vergleich der Zeitpunkte bleiben die Werte der OZ in der Atrophie-Gruppe und
die Werte der OB der Nicht-Atrophie-Gruppe konstant. OB und OK der Gruppe mit
klinischer Atrophie weisen zum Zeitpunkt 2 geringere Werte auf. Gleiches gilt fiir die
OZ der Nicht-Atrophie-Gruppe. Die OK in der Gruppe ohne klinischer Atrophie weisen
in der 12. — 16. Woche eine gesteigerte Farbintensitit auf.

Die hochsten Farbintensitdtswerte erzielen OK, gefolgt von OB und OZ (vgl. Abb. 29).
Die deskriptive Statistik kann Tab. 6 und 7 entnommen werden.

Signifikante Unterschiede weisen die OB (p = 0,001) und OK (p = 0,005) in der 12. —
16. Woche beim Vergleich der beiden Gruppen auf. Betrachten wir die
unterschiedlichen Zeitpunkte, so sind in der Gruppe mit klinischer Atrophie die OB mit
p < 0,001 als hoch signifikant und die OK mit p = 0,01 als nicht signifikant zu
bezeichnen (s. Anhang).
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Zeitpunkt
4. bis 8. Woche 12. bis 16. Woche

3,0

2,5
[m]
73]
+
t o0 o)
2
92
s

1,54

1,0

T T T T
klinische Atrophie  keine klin. Atrophie  klinische Atrophie  keine klin. Atrophie

klinisches Erscheinungsbild

Abbildung 29: Farbintensitit von OZ, OB und OK nach Anfirbung von Nitrotyrosin. OZ:
Osteozyten (blau); OB: Osteoblasten (griin); OK: Osteoklasten (gelb)

Tabelle 6: Zeitpunkt: 4. — 8. Woche. Standardabweichungen und Mittelwerte von OZ, OB und OK
nach Anfirbung von Nitrotyrosin. N: Anzahl der Priparate; OZ: Osteozyten; OB: Osteoblasten;

OK: Osteoklasten

I oz
I oB
OK

klinisches Standard-
Erscheinungsbild N Mittelwert abweichung
oz klinische Atrophie 24 1,62867 0,222767
keine klin. Atrophie 6 1,77983 0,220027
OB klinische Atrophie 24 2,03675 0,202702
keine klin. Atrophie 6 2,01217 0,209842
oK klinische Atrophie 23 2,18643 0,265169
keine klin. Atrophie 6 2,22317 ,192061
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Tabelle 7: Zeitpunkt: 12. — 16. Woche. Standardabweichungen und Mittelwerte von OZ, OB und
OK nach Anfirbung von Nitrotyrosin. N: Anzahl der Priparate; OZ: Osteozyten; OB:
Osteoblasten; OK: Osteoklasten

klinisches Standard-
Erscheinungsbild N Mittelwert abweichung

o7 klinische Atrophie 23 1,57365 0,378576

keine klin. Atrophie 4 1,42425 0,298513

OB klinische Atrophie 23 1,78804 0,233389

keine klin. Atrophie 4 1,99250 0,033372

oK klinische Atrophie 15 1,93107 0,312774

keine klin. Atrophie 4 2,49300 0,275757

3.1.4 Anfarbung von 8-Isoprostan

Hier ist zu beobachten, dass die Farbintensititswerte der Gruppe ohne klinische
Atrophie fiir alle Knochenzellen stets liber den Werten der Gruppe mit klinischer
Atrophie liegt.

Im Vergleich der Zeitpunkte zeigt sich, dass die Werte in der 12. — 16. Woche
durchgehend geringer sind als die Werte in der 4. — 8. Woche.

Die hochsten Farbintensititswerte erzielen die OZ, gefolgt von den OB und den OK
(vgl. Abb. 30).

Die deskriptive Statistik kann Tab. 8 und 9 entnommen werden.

Beim Vergleich der beiden Zeitpunkte in der Atrophie-Gruppe weisen die OB (p =
0,01) und die OK (p = 0,008) nicht signifikante Unterschiede auf. In der Gruppe ohne
klinische Atrophie sind die OB zu den verschiedenen Zeitpunkten mit p = 0,009

ebenfalls als nicht signifikant zu bezeichnen (s. Anhang).
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Zeitpunkt

4. bis 8. Woche

12. bis 16. Woche

2,27

2,07

Mittelwert +- 1 SD

T T T T
klinische Atrophie  keine klin. Atrophie  klinische Atrophie  keine klin. Atrophie

Abbildung 30: Farbintensitit von OZ, OB und OK nach Anfirbung von 8-Isoprostan. OZ:
Osteozyten (blau); OB: Osteoblasten (griin); OK: Osteoklasten (gelb)

Tabelle 8: Zeitpunkt: 4. — 8. Woche. Standardabweichungen und Mittelwerte von OZ, OB und OK
nach Anfirbung von 8-Isoprostan. N: Anzahl der Priparate; OZ: Osteozyten; OB: Osteoblasten;

OK: Osteoklasten

klinisches Erscheinungsbild

I oz
I oB
OK

klinisches Standard-
Erscheinungsbild N Mittelwert abweichung
o7 klinische Atrophie 24 1,77150 0,297954
keine klin. Atrophie 6 1,90400 0,193543
OB klinische Atrophie 24 1,71346 0,303990
keine klin. Atrophie 6 1,88817 0,108232
oK klinische Atrophie 23 1,66817 0,417934
keine klin. Atrophie 6 1,85650 0,221170
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Tabelle 9: Zeitpunkt: 12. — 16. Woche. Standardabweichungen und Mittelwerte von OZ, OB und
OK nach Anfirbung von 8-Isoprostan. N: Anzahl der Priparate; OZ: Osteozyten; OB:
Osteoblasten; OK: Osteoklasten

klinisches Standard-
Erscheinungsbild N Mittelwert abweichung

oz klinische Atrophie 21 1,60405 0,403687

keine klin. Atrophie 5 1,77680 0,336839

OB klinische Atrophie 21 1,48514 0,261958

keine klin. Atrophie 5 1,65920 0,123354

oK klinische Atrophie 18 1,33356 0,318464

keine klin. Atrophie 5 1,51620 0,245176

3.2 Gefaflanzahl in Bindegewebe und Knochen

Bei der GefdBanzahl in BG und Knochen handelt es sich um nicht-normalverteilte
Daten, weshalb die Signifikanz mittels nicht-parametrischer Mann-Whitney-Tests
iberpriift wurde. Das Signifikanzniveau wurde entsprechend der Anzahl der
durchgefiihrten Tests (Anzahl = 4) auf 0,013 gesenkt.

Wihrend sich die Anzahl der Gefdle zwischen den beiden Gruppen zum 1. Zeitpunkt
noch nicht wesentlich unterscheiden, so liegt die Anzahl der Gefdfle in der 12. — 16.
Woche in der Gruppe ohne klinische Atrophie deutlich héher als in der Atrophie-
Gruppe.

Betrachten wir die unterschiedlichen Zeitpunkte, so ist zum 2. Zeitpunkt hin ein
deutlicher Abfall der Anzahl der Gefdle im Bindegewebe zu beobachten. Die Anzahl
der Gefdlle im Knochen bleibt in der Atrophie-Gruppe konstant, wihrend sie in der
Nicht-Atrophie-Gruppe zum 2. Zeitpunkt hin zunimmt.

In der 4. — 8. Woche iiberwiegt die Anzahl der Gefdlle im Bindegewebe. Diese Situation
andert sich in der 12. — 16. Woche, hier findet sich die groBere Anzahl der Gefile im
Knochen wieder (vgl. Abb. 31).

Die deskriptive Statistik kann Tab. 10 und 11 entnommen werden.
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Einen hoch signifikanten Unterschied mit p < 0,001 weisen die Gefdfle im BG in der
Atrophie-Gruppe beim Vergleich der unterschiedlichen Zeitpunkte auf. In der Gruppe
ohne klinische Atrophie sind die Gefdfle im Knochen zu den verschiedenen Zeitpunkten
p = 0,045 als nicht signifikant zu erwidhnen. Ebenfalls nicht signifikante Unterschiede
weisen die Gefdle im BG und die Gefdle im Knochen beim jeweiligen Betrachten der
unterschiedlichen Gruppen in der 12. — 16. Woche mit p = 0,045 und p = 0,035 auf (s.
Anhang).

I GefdRe imBG
Zeitpunkt I GeféaRe im Knochen

4. bis 8. Woche 12. bis 16. Woche

2,57

2,0

Mittelwert +- 1 SD

0,57

0,07

T T T T
klinische Atrophie  keine klin. Atrophie  klinische Atrophie  keine Kiin. Atrophie

klinisches Erscheinungsbild

Abbildung 31: Anzahl der Gefilie in BG (blau) und Knochen (griin). BG: Bindegewebe
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Tabelle 10: Zeitpunkt: 4. — 8. Woche. Standardabweichungen und Mittelwerte der Anzahl der
Gefifle in BG und Knochen. N: Anzahl der Priparate; BG: Bindegewebe

klinisches Standard-
N Mittelwert
Erscheinungsbild abweichung
Anzahl der GefalRe klinische Atrophie 93 1,457 0,7578
im BG keine Klin. Atrophie 23 1,565 0,8700
Anzahl der Gefalle klinische Atrophie 94 1,36 0,571
im Knochen keine klin. Atrophie 23 1,33 0,535

Tabelle 11: Zeitpunkt: 12. — 16. Woche. Standardabweichungen und Mittelwerte der Anzahl der
Gefifle in BG und Knochen. N: Anzahl der Priparate; BG: Bindegewebe

klinisches Standard-
N Mittelwert
Erscheinungsbild abweichung
Anzahl der GefaRe klinische Atrophie 64 0,688 0,6516
im BG keine Kiin. Atrophie 15 1,100 0,7368
Anzahl der Gefalle klinische Atrophie 81 1,40 0,646
im Knochen keine klin. Atrophie 18 1,75 0,600

3.3 Menge an Bindegewebe im Priparat

Bei der Menge an Bindegewebe im Prédparat handelt es sich um nicht-normalverteilte
Daten, weshalb die Signifikanz mittels nicht-parametrischer Mann-Whitney-Tests
tiberpriift wurde. Das Signifikanzniveau wurde entsprechend der Anzahl der
durchgefiihrten Tests (Anzahl = 2) auf 0,025 gesenkt.

Die Gruppe ohne klinische Atrophie weist zu beiden Zeitpunkten eine etwas groflere
Menge an Bindegewebe auf als die Gruppe mit klinischer Atrophie.

Betrachten wir die unterschiedlichen Zeitpunkte, so ist in der 12. — 16. Woche bei
beiden Gruppen eine Mengenabnahme des Bindegewebes im Prédparat zu verzeichnen
(vgl. Abb. 32).

Die deskriptive Statistik kann Tab. 12 entnommen werden.
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Einen hoch signifikanten Unterschied mit p < 0,001 weist die Gruppe mit klinischer
Atrophie beim Vergleich der beiden Zeitpunkte auf. Ebenfalls signifikant ist die Gruppe
ohne klinische Atrophie zu den verschiedenen Zeitpunkten mit p = 0,005 (s. Anhang).

Zeitpunkt
4. bis 8. Woche 12. bis 16. Woche

3,57

3,07

2,5 q

2,07 —_— q

Mittelwert +- 1 SD BG im Préparat

T T T T
klinische Atrophie keine Kklin. Atrophie klinische Atrophie keine Kklin. Atrophie

klinisches Erscheinungsbild

Abbildung 32: Menge des BG im Priparat. BG: Bindegewebe

Tabelle 12: Standardabweichungen und Mittelwerte der Menge des BG im Préiparat. N: Anzahl der
Priparate; BG: Bindegewebe

Zeitpunkt Klinisches Standard-
N Mittelwert
(in Wochen) Erscheinungsbild abweichung
4_8 klinische Atrophie 95 2,521 0,5355
keine klin. Atrophie 24 2,625 0,5566
12 _16 klinische Atrophie 79 1,975 0,6742
- keine Klin. Atrophie 18 2,083 0,6697
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3.4 Farbungsintensitit des Bindegewebes im Priparat

Da es sich bei dieser Auswertungsreihe um nicht-normalverteilte Daten handelt, wurde
die Signifikanz mittels nicht-parametrischen Mann-Whitney-Tests iiberpriift. Das
Signifikanzniveau wurde entsprechend der Anzahl der durchgefiihrten Tests (Anzahl =
2) auf 0,025 gesenkt.

3.4.1 Anfiarbung von pERK

Da pERK normalerweise intrazelluldr anzutreffen ist, muss davon ausgegangen werden,
dass intrazelluldre Signalmolekiile ins umliegende Bindegewebe freigesetzt wurden.

In der 12. — 16. Woche liegt die Farbintensitit des Bindegewebes im Préparat der Nicht-
Atrophie-Gruppe {iiber der der Gruppe mit klinischer Atrophie, wéhrend sich die
Farbintensitdten der beiden Gruppen zum 1. Zeitpunkt auf gleichem Niveau bewegen.
Zum 2. Zeitpunkt werden geringere Farbintensitdtswerte erzielt als zum 1. Zeitpunkt
(vgl. Abb.33).

Die deskriptive Statistik kann Tab. 13 entnommen werden.

Einen signifikanten Unterschied mit p = 0,007 weist die Gruppe mit klinischer Atrophie
beim Vergleich der beiden Zeitpunkte auf (s. Anhang).
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4. bis 8. Woche

Zeitpunkt

12. bis 16. Woche

3,57

3,07

2,07

Mittelwert +- 1 SD Farbung des BG

0,57

Abbildung 33: Farbintensitit vom BG im Priaparat nach Anfiarbung von pERK. BG: Bindegewebe

Tabelle 13: Standardabweichungen und Mittelwerte der Farbintensitit des BG im Priparat nach

T
klinische Atrophie

T
keine klin. Atrophie

T
klinische Atrophie

klinisches Erscheinungsbild

Anfiarbung von pERK. N: Anzahl der Priparate; BG: Bindegewebe

T
keine Kklin. Atrophie

Zeitpunkt Klinisches Standard-
N Mittelwert
(in Wochen) Erscheinungsbild abweichung
4_8 klinische Atrophie 24 2,396 0,6590
keine klin. Atrophie 6 2,417 0,7360
12 _16 klinische Atrophie 20 1,750 0,7695
- keine Klin. Atrophie 5 2,000 0,5000
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3.4.2 Anfiarbung von pAKT

Da pAKT normalerweise intrazelluldr anzutreffen ist, muss hier ebenfalls davon
ausgegangen werden, dass intrazelluldre Signalmolekiile ins umliegende Bindegewebe
freigesetzt wurden.

In der 12. — 16. Woche liegt die Farbintensitit des Bindegewebes im Préparat der Nicht-
Atrophie-Gruppe iiber der der Gruppe mit klinischer Atrophie, wéhrend zum 1.
Zeitpunkt die Atrophie-Gruppe die hoheren Farbintensititswerte aufweist.

Zum 2. Zeitpunkt werden geringere Farbintensitdtswerte erzielt als zum 1. Zeitpunkt
(vgl. Abb. 34).

Die deskriptive Statistik kann Tab. 14 entnommen werden.

Auch hier zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit p = 0,003 bei der Gruppe mit
klinischer Atrophie beim Vergleich der beiden Zeitpunkte (s. Anhang).

Zeitpunkt
4. bis 8. Woche 12. bis 16. Woche

3,57

3,07 -1

2,57 -1

2,07 q

Mittelwert +- 1 SD Farbung des BG

0,57

T T T T
klinische Atrophie keine Klin. Atrophie klinische Atrophie keine Klin. Atrophie

klinisches Erscheinungsbild

Abbildung 34: Farbintensitit vom BG im Priparat nach Anfirbung von pAKT. BG: Bindegewebe
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Tabelle 14: Standardabweichungen und Mittelwerte der Farbintensitit des BG im Priparat nach
Anfirbung von pAKT. N: Anzahl der Priiparate; BG: Bindegewebe

Zeitpunkt Klinisches Standard-
N Mittelwert
(in Wochen) Erscheinungsbild abweichung
4.-8 klinische Atrophie 24 2,417 0,5836
- keine Klin. Atrophie 6 2,250 0,8216
klinische Atrophie 19 1,737 0,7704
12. - 16.

keine klin. Atrophie 4 2,000 0,4082

3.4.3 Anfarbung von Nitrotyrosin

Sowohl zum 1. als auch 2. Zeitpunkt erzielt die Gruppe ohne klinische Atrophie hohere
Farbintensitdtswerte als die Gruppe mit klinischer Atrophie.

Die Farbintensitit der Atrophie-Gruppe ist in der 12. — 16. Woche geringer als in der 4.
— 8. Woche, wihrend die Farbintensititswerte der Gruppe ohne klinische Atrophie
nahezu konstant bleiben (vgl. Abb. 35).

Die deskriptive Statistik kann Tab. 15 entnommen werden.

Bei der Anfiarbung von Nitrotyrosin konnten keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden (s. Anhang).
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Zeitpunkt
4. bis 8. Woche 12. bis 16. Woche
3,57
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S q
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(=]
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<« —_
1 2,07
+
i
3
(<)
£ 1,57
=
1,07
T T T T
klinische Atrophie keine klin. Atrophie klinische Atrophie keine Kklin. Atrophie

klinisches Erscheinungsbild

Abbildung 35: Farbintensitit vom BG im Priparat nach Anfirbung von Nitrotyrosin. BG:
Bindegewebe

Tabelle 15: Standardabweichungen und Mittelwerte der Farbintensitit des BG im Priparat nach
Anfiarbung von Nitrotyrosin. N: Anzahl der Priiparate; BG: Bindegewebe

Zeitpunkt Klinisches Standard-
N Mittelwert
(in Wochen) Erscheinungsbild abweichung
4_8 klinische Atrophie 24 2,604 0,5706
- keine Klin. Atrophie 6 2,750 0,4183
12 _ 16 klinische Atrophie 22 2,295 0.,8818
- keine Klin. Atrophie 4 2,750 0,2887

3.4.4 Anfarbung von 8-Isoprostan

Zu beiden Zeitpunkten liegen die Farbintensitidtswerte der Gruppe ohne klinische

Atrophie iiber denen der Gruppe mit klinischer Atrophie.
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Zum 2. Zeitpunkt werden geringere Farbintensitdtswerte erzielt als zum 1. Zeitpunkt
(vgl. Abb. 36).

Die deskriptive Statistik kann Tab. 16 entnommen werden.

Einen signifikanten Unterschied mit einer Signifikanz von p = 0,023 weist die Gruppe

mit klinischer Atrophie beim Vergleich der beiden Zeitpunkte auf (s. Anhang).

Zeitpunkt
4. bis 8. Woche 12. bis 16. Woche
3,07 -
o
[11]
b4 — -
S 2,5 S
(=]
c q
=]
Kol
@
w q
o 2,07
(/2] - q
-
1
+ —1
- 1
oy
E 1,57
o
E
= .
1,07
T T T T
klinische Atrophie keine Klin. Atrophie klinische Atrophie keine Klin. Atrophie

klinisches Erscheinungsbild

Abbildung 36: Farbintensitit vom BG im Priparat nach Anfirbung von 8-Isoprostan. BG:
Bindegewebe
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Tabelle 16: Standardabweichungen und Mittelwerte der Farbintensitit des BG im Priparat nach
Anfirbung von 8-Isoprostan. N: Anzahl der Priiparate; BG: Bindegewebe

Zeitpunkt Klinisches Standard-
N Mittelwert
(in Wochen) Erscheinungsbild abweichung
4.-8 klinische Atrophie 24 2,354 0,6164
- keine Klin. Atrophie 6 2417 0,4916
klinische Atrophie 19 1,895 0,6364
12. - 16.

keine klin. Atrophie 5 2,100 0,4183
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4 Diskussion

Seit der 2007 von Reuther publizierten Studie bzgl. der Konditionierung des
Transplantatlagers am Schafsunterkiefer ist bekannt, dass nach 16 Wochen Einheilzeit
lediglich eine Konditionierung mit Bio-Gide®-Membran und Bio-Oss® eine fast
vollstindige Atrophie des Transplantats verhindern kann (157). Wie bereits im
Ergebnisteil beschrieben, wurde die Konditionierung mit Bio-Gide®-Membran und Bio-
Oss® als ,,Nicht-Atrophie-Gruppe* bezeichnet und den anderen Konditionierungen,
welche in einer so genannten ,,Atrophie-Gruppe® zusammengefasst wurden, gegeniiber-
gestellt. Welche Auswirkungen die unterschiedlichen Konditionierungsgruppen (Nicht-
Atrophie-Gruppe vs. Atrophie-Gruppe) und die zeitliche Komponente (4 — 8 Wochen
vs. 12 — 16 Wochen) auf die Expression von oxidativem Stress innerhalb der ver-
schiedenen Knochenzellen (OZ, OB und OK) hat, wurde anhand von vier verschiedenen
Biomarkern des oxidativen Stresses im Rahmen dieser Dissertation erstmalig untersucht
und soll nun diskutiert werden.

Des Weiteren wurde die Anzahl der Gefdlle in Knochen und Bindegewebe sowie die
Menge an Bindegewebe im Préparat ebenfalls bei verschiedenen Konditionierungen und
zu verschiedenen Zeitpunkten betrachtet.

Letztlich wurde noch die Farbintensitit des Bindegewebes im Priparat, jeweils einzeln
fiir die verschiedenen AK-Fiarbungen, entsprechend den oben genannten Parametern
untersucht.

Auf Grund der teilweise sehr geringen Fallzahlen in der Gruppe ,keine klinische

Atrophie® sind die Ergebnisse der Tests nur unter Vorbehalt zu interpretieren.

4.1 Farbungsintensitit der Knochenzellen

Wie schon in Kap. 1.7 beschrieben, beeinflusst oxidativer Stress fundamental zellulédre
Prozesse. So kann ein Anstieg von RONS (reactive oxygen and nitrogen species)
Proteine, Lipide und DNA beschiadigen, zum Zelltod fiihren oder die Aktivierung von
spezifischen physiologischen Signalkaskaden triggern (46, 85, 131, 184). Aber auch das
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Schicksal von Stammzellen und der Alterungsprozess bezichungsweise damit
zusammenhédngende altersbedingte Krankheiten, wie z.B. Osteoporose (steht mit
oxidativem Stress in Verbindung). Um diese, teils ungewollten, Effekte des oxidativen
Stresses zu neutralisieren, stehen dem Organismus eine Vielzahl komplizierter,
antioxidativer Abwehrmechanismen zur Verfiigung (s. Kap. 1.7.2). Das Uberleben der
Zelle hangt damit von der Féhigkeit der jeweiligen Zelle ab, sich dem oxidativen Stress
zu widersetzen, sich ihm anzupassen oder die Apoptose einzuleiten (110).

Durch die Aktivierung von Signalkaskaden agieren RONS als spezifische Second-
Messenger und regulieren die Balance zwischen Zellproliferation, Zelldifferenzierung,
Zellzyklusarrest, Zellvergreisung und Zelltod (13). Ublicherweise fiihren schnelle oder
voriibergehende Belastungen von RONS zu mitogenen Signalen und verursachen, wenn
iiberhaupt, dann nur einen minimalen Zellschaden (43, 47, 198). Andauernde
Aussetzungen an geringen RONS-Konzentrationen oder kurze Expositionen an hohen
RONS-Konzentrationen verursachen schéidliche Oxidationen, z.B. an Proteinen und
DNA, was eine Zellvergreisung bzw. Apoptose initiiert (43, 46, 162).

Obwohl Almeida eine voriibergehende Stimulation von OB bei akutem ROS-Anstieg
und einen Schwund von OB-Progenitorzellen bei einer Langzeit Belastung von ROS
beschreibt, bleibt eine genaue quantitative Analyse der Effekte auf Redox-Signale noch
aus (6). Sicher ist hingegen, dass die Dauer und das Ausmal} der oxidativen Belastung
sowie der involvierte Zelltyp wichtige Faktoren sind, die bestimmen, welche
Signalkaskaden aktiviert werden und welches Ergebnis als Resultat der Balance
zwischen den jeweiligen Signalkaskaden widergespiegelt wird (112).

Im Hinblick auf die Knochenzellen - vorrangig den OB und OK - finden sich in der
Literatur sehr unterschiedliche Ausfiihrungen, wie diese auf oxidativen Stress reagieren.
Wihrend manche Quellen davon berichten, dass oxidativer Stress die Differenzierung
und Funktion von OK steigert (50, 53) und die Differenzierung von OB unterdriickt (12,
125), zeigen andere Studien gegensitzliche Ergebnisse (vgl. 69 & 190). Erstere Studie
beschrieb nach H,O,-induziertem oxidativen Stress zudem eine Knochenresorption am
Mausschédel (50). Als wahrscheinlich gilt jedoch, dass OK und OB reziprok auf
oxidativen Stress (H,O;-induziert), aber auch auf TGF-f und NO reagieren. Dies
belegen gleich mehrere Studien (24, 44, 45).
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Insgesamt bleibt die Rolle von OB und OK bei oxidativem Stress jedoch strittig, da je
nach AusmalBl und Dauer der oxidativen Belastung unterschiedliche Ergebnisse zu
erwarten sind. Die Beteiligung von oxidativem Stress an der Zellzyklusregulation ist
schlichtweg sehr komplex, weil sie von zahlreichen biochemischen und zelluldren
Faktoren abhéngt (29).

Da die Auswirkungen des oxidativen Stresses unter anderem iiber den MAPK-Weg
bzw. den PKB-Signalweg vermittelt werden konnen, wurde die Aktivierung dieser
Signalwege mittels AK gegen pERK und pAKT iiberpriift. Bei Nitrotyrosin und 8-
Isoprostan handelt es sich um stabile Folgeprodukte von freien Radikalen. Sie dienen
somit als direkte Biomarker von oxidativem Stress und wurden ebenfalls mit
entsprechenden AK immunhistochemisch angefarbt (s. Kap. 1.8). Eine stirkere
Anfarbung ist dabei stets mit erhhtem oxidativen Stress verbunden, da die angefédrbten
Biomarker schlieBlich Folgeprodukte bzw. direkte Auswirkungen des oxidativen

Stresses darstellen.

4.1.1 Anfirbung von pERK

Wie bereits in Kap. 1.8.1 beschrieben, kann pERK sowohl proliferativ als auch
apoptotisch wirken. Eine antiapoptotische Wirkungskomponente ist ebenfalls be-
schrieben (89, 152, 160) (s. Abb. 12).

Bei der Anfiarbung von pERK konnte in der 12. — 16. Woche bei dem Vergleich der
beiden Gruppen fiir die OB der Nicht-Atrophie-Gruppe eine deutlich hohere
Farbintensitdt und fiir die OK eine deutlich niedrigere Farbintensitdt bestimmt werden
als bei der Gruppe mit klinischer Atrophie (vgl. Abb. 27). Da pERK als ein indirekter
Marker fiir oxidativen Stress anzusehen ist (die Aktivierung von pERK kann auch {iber
andere Signalwege erfolgen), konnte man diese Zu- bzw. Abnahme der Farbintensitit in
der Nicht-Atrophie-Gruppe mit einer gesteigerten Proliferationsbereitschaft der OB und
einer reduzierten Proliferationsbereitschaft der OK in Verbindung bringen. Denn ein
erhohter Knochenabbau der Atrophie-Gruppe (hoher oxidativer Stress fiir OK) und eine
stabile bis positive Knochenbilanz in der Nicht-Atrophie-Gruppe (hoher oxidativer
Stress fiir OB) liegen nahe. Zudem belegen klinische Studien, dass ROS die OK-
Aktivitdt steigert (50, 53). Klinische Ergebnisse von zuvor durchgefiihrten Studien
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festigen diese Aussage (157). Fraglich ist jedoch die Interpretation hinsichtlich der OB,
da hier in der Literatur vorrangig Thesen gefunden werden, die eine Inhibition von OB
bei erhohtem oxidativen Stress beschreiben (7, 12, 125). Hier muss jedoch betont
werden, dass pERK nicht direkt auf die Hohe des oxidativen Stresses schlieen ldsst, da
es sich lediglich um einen indirekten Marker handelt (s.0.). Die Rolle von ERK bei der
Differenzierung von OB ist ebenfalls strittig, da es mehrere Studien gibt, die zeigen,
dass ERK essenziell fiir die friihen Abschnitte der OB-Differenzierung ist (97, 192,
200). Es konnte sogar gezeigt werden, dass ERKs Runx2 phosphorylieren kénnen und
auch damit die OB-Differenzierung beeinflussen kénnen (202). Wieder andere Studien
hingegen weisen ERK eine negative Rolle in der BMP-2- und Wachstums-faktor-
induzierten OB-Differenzierung zu (69, 132). An dieser Stelle zu einer klaren Aussage
zu kommen, ist somit schwierig.

Da bei der Anfirbung von pERK keine signifikanten Werte erzielt werden konnten,

diirfen diese Ergebnisse nur unter Vorbehalt interpretiert werden.

4.1.2 Anfirbung von pAKT

Wie bereits in Kap. 1.8.2 beschrieben, werden durch pAKT zumeist proliferative und
stark antiapoptotische Eigenschaften vermittelt (57, 89, 160) (s. Abb. 12).

Bei der Anfarbung von pAKT in der Atrophie-Gruppe konnte von der 4. — 8. zur 12. —
16. Woche ein signifikanter Farbintensitdtsabfall der OB und OK verzeichnet werden
(vgl. Abb. 28). Auf Grund der meist proliferativen und anti-apoptotischen Eigen-
schaften, kann man spekulieren, dass kndcherne Umbau- bzw. Proliferationsvorgéinge,
welche ja zumeist von OB und OK getragen werden, in der Gruppe mit klinischer
Atrophie nach 12 — 16 Wochen nur noch reduziert stattgefunden haben.

Nicht signifikant war der Farbintensitdtsabfall der OK in der Nicht-Atrophie-Gruppe
vom 1. zum 2. Zeitpunkt (vgl. Abb. 28). Hier konnte die verminderte Fiarbereaktion der
OK mit einem reduzierten Knochenabbau in der 12. — 16. Woche in Verbindung stehen.
Dabei diirfte es auf Grund der nicht vorhandenen oder nur geringen kndchernen

Atrophie zu einem verstdrkten Knochenanbau kommen.
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Gleich mehrere Studien beschreiben eine stimulierende Wirkung von ROS auf OK (6,
15, 111), und auch eine reduzierte OB-Differenzierung sowie erhdhte Bereitschaft von
OB zur Apoptose unter ROS-Einwirkung kann in der Literatur gefunden werden (6).

Durch die Farbintensitdtsmessung von pAKT in den einzelnen Knochenzellen wurden
Signalwege detektiert, die einen Hinweis auf eine verstirkte bzw. reduzierte ROS-
Aktivitdt geben konnen. Eine verminderte Féarbungsintensitit der OK in der Nicht-
Atrophie-Gruppe zum 2. Zeitpunkt konnte somit eine verringerte ROS-Aktivitdt
vermuten lassen, was wiederum fiir eine herabgesetzte OK-Aktivitéit sprechen wiirde. In
Zusammenschau mit den Resultaten aus den klinischen Untersuchungen von Reuther
aus dem Jahr 2007 erscheinen diese Schlussfolgerungen logisch und iibereinstimmend

(157).

4.1.3 Anfirbung von Nitrotyrosin

Wie bereits in Kap. 1.8.3 beschrieben, kann Nitrotyrosin als biologischer Marker fiir die
Prasenz von Peroxynitrit (PN) in vivo angesehen werden (187), welches in
Abhéngigkeit von Stickstoffmonoxid (NO) und dem Superoxid-Anion entsteht (183).
NO wiederum kann durch die konstitutiven NO-Synthasen (NOS) eNOS und nNOS
oder durch die induzierbare NOS (iNOS) gebildet werden und ist maB3geblich am
Knochenmetabolismus beteiligt (19, 151) (s. Kap. 1.7.1). Kleine, aber stetige Mengen
NO werden iiber eNOS und nNOS gebildet und stimulieren OB in Proliferation und
Funktion (123), wohingegen iNOS meist unter dem Einfluss von proinflammatorischen
Zytokinen in OB exprimiert wird und damit eine groe Menge an NO bereitstellt,
welche mit einer gesteigerten Knochenresorption einhergeht (150). Ein Anstieg des NO-
Gehalts in OB kann somit die OK-Genese und -Differenzierung triggern (31).

Bei der Anfarbung von Nitrotyrosin in der Atrophie-Gruppe konnte von der 4. — 8. zur
12. — 16. Woche ein signifikanter Farbintensititsabfall der OB und ein nicht
signifikanter Farbintensitdtsabfall der OK verzeichnet werden (vgl. Abb. 29).

Daraus kann man schlussfolgern, dass kndcherne Umbau- bzw. Proliferationsvorginge,
welche insbesondere von OB und OK getragen werden, in der Gruppe mit klinischer

Atrophie nach 12 — 16 Wochen nur noch reduziert stattgefunden haben.
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Auch diese Resultate decken sich mit den klinischen Untersuchungen von Reuther
(157).

Ebenfalls signifikant war die erhohte Farbintensitit von OB und OK der Nicht-
Atrophie-Gruppe im Vergleich zur Gruppe mit klinischer Atrophie zum 2. Zeitpunkt
(vgl. Abb. 29). Hier ist die erhohte Reaktions- bzw. Proliferationsbereitschaft von OK
und OB auf die noch vorhandenen Umbauvorginge im kndchernen Augmentat
zuriickzufiihren, welche nach der 12. — 16. Woche in der Atrophie-Gruppe nur noch
sehr reduziert vorzufinden sind.

Vergleichbare Erkenntnisse konnen in der Literatur nur bedingt belegt werden. So
finden wir Quellen, die nitrosativen Stress, also ein erhohtes Vorkommen von PN, mit
einer Inhibition der OB-Proliferation und —Differenzierung sowie mit der Induzierung
der Apoptose in Verbindung bringen (32, 36, 84). Andere Quellen haben gezeigt, dass
eine verheilende Dentinwunde mit einem synchronen Anstieg von iNOS und
Nitrotyrosine vergesellschaftet ist (123). Zugleich wurde betont, dass die Dentinogenese
und Osteogenese sehr dhnliche Prozesse seien (204). Kelpke et al konnten 2001 zeigen,
dass FGF-1 (fibroblast growth factor) zytotoxische Effekte von PN verhindern konnte
(88). Da FGF-1 neben Zytokinen bei Einwirkung von oxidativem bzw. nitrosativem
Stress oder nach Wundsetzung freigesetzt wird, ist es somit durchaus wahrscheinlich,
dass sowohl OB als auch OB-Vorlduferzellen durch die zytotoxischen Effekte von PN
verschont wurden (139, 140, 172). Des Weiteren kann auch eine ldngerfristige NO-
Aussetzung einen protektiven Effekt fiir OB gegeniiber den schiadlichen Auswirkungen

des oxidativen Stresses haben (25).

4.1.4 Anfirbung von 8-Isoprostan

Bei der Anfarbung von 8-Isoprostan konnte von der 4. — 8. zur 12. — 16. Woche in der
Atrophie-Gruppe ein nicht signifikanter Farbintensitidtsabfall der OB und OK
verzeichnet werden (vgl. Abb. 30). Da 8-Isoprostan als ein sehr spezifischer und stabiler
Parameter des oxidativen Stresses gewertet werden kann (s. Kap. 1.8.4), ist auch hier

auf Grund des verminderten oxidativen Stresses davon auszugehen, dass kndcherne
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Umbau- bzw. Proliferationsvorgéinge in der Gruppe mit klinischer Atrophie nach 12 —
16 Wochen nur noch reduziert stattgefunden haben.

Diese Resultate werden wiederum von den klinischen Ergebnissen der von Reuther
2007 durchgefiihrten Studie gestiitzt (157).

Nicht signifikant war ebenfalls der Farbintensititsabfall der OB in der Nicht-Atrophie-
Gruppe vom 1. zum 2. Zeitpunkt (vgl. Abb. 30).

Dies erscheint logisch, da man eine erhdhte Belastung von ROS mit einer verringerten
Lebens- bzw. Funktionsfahigkeit der OB in Verbindung bringen kann (145). Andere
Studien beschreiben dhnliche Auswirkungen, wie einen behinderten Kalzifizierungs-
prozess der OB, eine Inhibition der Proliferation und Differenzierung von OB-
Vorlduferzellen bis hin zur Apoptose von OB (6, 68, 178). Noch konkreter werden
Studien von Tintut und Parhami, welche ein erhohtes Vorkommen von Produkten der
Lipid-Peroxidation, sprich 8-Isoprostan, direkt mit einer Inhibierung der OB-
Differenzierung in Verbindung bringt und =zeitgleich eine gesteigerte OK-
Differenzierung beschreibt (144, 181).

Da man in der oben beschriebenen Situation einen Abfall von 8-Isoprostan bei den OB
der Nicht-Atrophie-Gruppe zum 2. Zeitpunkt beobachten kann, ist hier mit einer regen
Aktivitdt der OB zu rechnen, d.h. die Knochenanbauvorginge im Augmentat kdnnten
anhalten.

Ergénzend ist zu erwdhnen, dass Advanced glycation end-products (AGEs) ebenfalls als
wichtige Marker des oxidativen Stresses zu beachten sind. Hier wird ein dhnliches
Verhalten wie bei Produkten der Lipid-Peroxidation beschrieben: AGEs induzieren die
Apoptose in OB und haben schédliche Effekte auf OB-Wachstum und Funktion (5, 116,
117).

4.1.5 Vergleich der Antikorper

Vergleichen wir die Farbungsintensitit von OZ, OB und OK der jeweiligen AK-

Férbung, so konnen wir teilweise deutliche Unterschiede feststellen.

Die Anfarbungen von pERK und pAKT erscheinen &hnlich, hier weisen jeweils die OB
die hochste Farbungsintensitdt auf, gefolgt von OK und OZ (vgl. Abb. 27 und 28). Dass
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die Farbintensitétsreihenfolge bei pERK und pAKT identisch ist, erscheint versténdlich,
da es sich hier um zwei sehr dhnliche und teilweise sogar vernetzte bzw. identische
Signalwege handelt (s. Kap. 1.8.1 und 1.8.2). Trotzdem konnen pERK und pAKT
unterschiedliche Effekte hervorrufen, da ihre jeweiligen Bindungseigenschaften sehr
unterschiedlich sein konnen. Des Weiteren ist gut nachzuvollziehen, dass der oxidative
Stress in OB und OK hoher ist als in den OZ. SchlieBlich haben wir es sowohl in der
Atrophie- als auch in der Nicht-Atrophie-Gruppe mit knochernen Umbauvorgidngen zu
tun, die natiirlich primér von OB und OK getragen werden.

Die Anfiarbung von Nitrotyrosin zeigt ein anderes Bild. Hier weisen die OK die hochste
Féarbungsintensitit auf, gefolgt von OB und OZ (vgl. Abb. 29). Da hier ein anderer
Signalweg vorliegt als bei pERK bzw. pAKT (Nitrotyrosin ist ein stabiles Folgeprodukt
von freien Radikalen), ist dies nicht erstaunlich (s. Kap. 1.8.3). Was die hoéhere
Belastung von oxidativem Stress fiir OK und OB gegeniiber den OZ angeht, so gilt hier
gleiches wie oben fiir pERK und pAKT beschrieben.

Die Anfarbung von 8-Isoprostan zeigt ebenfalls ein anderes Muster. Hier weisen die OZ
die hochste Farbungsintensitit auf, gefolgt von OB und OK (vgl. Abb. 30). Fiir 8-
Isoprostan gilt dhnliches wie fiir Nitrotyrosin; auch hierbei handelt es sich um ein
stabiles Folgeprodukt von freien Radikalen. Im Gegensatz zu Nitrotyrosin, welches aus
einer Reaktion mit Peroxynitrit entsteht, werden 8-Isoprostane durch Lipid-Peroxidation
gebildet (s. Kap 1.8.3 und 1.8.4). Diese unterschiedlichen Entstehungswege konnen
erkliaren, weshalb die Farbungsintensitétsreihenfolge bei 8-Isoprostanen anders aussieht
als beim Nitrotyrosin, dessen Bildung ja im Gegensatz zum 8-Isoprostan stark NO-
abhingig ist. Des Weiteren diirften die am Erhalt des neu gebildeten Knochens
beteiligten OZ eine hohe Affinitdt zu 8-Isoprostanen aufweisen. Generell gilt fiir OZ
namlich dhnliches wie fiir OB: Beide reagieren auf einen Anstieg von RONS mit einer

erhohten Apoptoserate (6, 7).

4.2 GefifBBanzahl in Bindegewebe und Knochen

Da das Uberleben eines freien Knochentransplantates neben seiner Erndhrung durch die

Diffusion aus dem knochernen und weichgewebigen Transplantatlager insbesondere
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von dem Ausmal} der Geschwindigkeit der Revaskularisierung abhédngt (49), wurde im
Rahmen der Auswertung der Paraffinschnitte die GefdBanzahl in BG und Knochen
bestimmt.

Die Revaskularisierung wiederum zeigt sich von der Architektur des Transplantates
abhingig. So weisen spongidse Knochentransplantate zwar eine geringe mechanische
Stabilitit auf, konnen jedoch durch die reichlich vorhandenen OB am Empfingerort
eine osteogene und osteoinduktive Potenz entfalten (21). Kortikale Transplantate zeigen
hingegen bei guter mechanischer Belastbarkeit nur reduzierte osteoinduktive
Eigenschaften (136). Da die Knochenneubildung durch Differenzierung von osteogenen
Zellen aus mesenchymalen Stammzellen (Osteoinduktion) in der Kompakta nur
eingeschrankt moglich ist, muss eine addquate nutritive Versorgung primdr durch
Diffusion und/aus dem umgebenden Weichgewebe (Periost) stattfinden (s. Kap. 1.1.2).
Um ein moglichst gutes Einheilen der Transplantate zu gewihrleisten, wurden die
monokortikalen Knochenblocke (bestehend aus Spongiosa und Kompakta), wie bereits
in Kap. 2.2.1.4 beschrieben, spongiosaseitig auf die Kortikalis des Transplantatlagers
aufgebracht, da nur so die gewiinschte osteogene und osteoinduktive Potenz der
(Transplantat-) Spongiosa voll entfaltet werden kann.

Die Tatsache, dass eine enge Interaktion zwischen Gefillversorgung und Osteogenese
besteht, konnte durch den Nachweis, dass bovine Knochenzellen Wachstumsfaktoren
synthetisieren (55), welche unter anderem die Angiogenese induzieren (8), deutlich
bewiesen werden.

Da besonders der Grad der Vaskularisation fiir die Osteogenese von Bedeutung ist (79),
passt auch der signifikante Abfall der GefdBBanzahl im BG der Atrophie-Gruppe in der
12. — 16. Woche gegeniiber Woche 4 — 8 (vgl. Abb. 31).

Ebenfalls logisch erscheinen die nicht signifikanten Unterschiede der Atrophie-Gruppe
gegeniiber der Nicht-Atrophie-Gruppe zum 2. Zeitpunkt. Hier weist die Gruppe ohne
klinische Atrophie eine grolere GefdBanzahl sowohl im BG als auch im Knochen auf.
Dies erscheint schliissig, da man eine ausbleibende Gefallentwicklung mit der Atrophie
in Verbindung bringen kann (vgl. Abb. 31).

Vergleicht man die knocherne Gefdflanzahl der Gruppe ohne klinische Atrophie, so ist
hier in der 12. — 16. Woche im Vergleich zum 1. Zeitpunkt ebenfalls eine nicht

signifikante Steigerung der Gefdllanzahl zu vermerken (vgl. Abb. 31), was wiederum
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dafiir spricht, dass die Vermeidung von knocherner Atrophie nur mit einer
Neovaskularisation, sprich einer Wiederherstellung des Blutflusses, einhergehen kann
(102).

Insgesamt scheint es, dass die Pridparate der Atrophie-Gruppe nach 12 — 16 Wochen
wenig Aktivierung zeigen, was man als fehlende Proliferation und fehlenden Umbau
deuten kann, wdhrend bei den Prédparaten der Nicht-Atrophie-Gruppe noch aktive

Umbau- und Wachstumsprozesse des Knochens im und um das Transplantat vorliegen.

Da durch eine selektive Beeinflussung der Vaskularisation die Osteogenese gefordert
werden kann, erfolgten bereits Untersuchungen zur gerichteten Stimulation mit
Wachstumsfaktoren aus einem Knochenersatzmaterial (94, 159). Dabei stellte sich
heraus, dass vor allem das angiogene Protein VEGF¢s (Vascular epithelial growth
factor) im Regelkreis der Knochenbildung eine zentrale Rolle spielt, indem es durch
lokale Freisetzung die GefdBanzahl steigert und die Osteogenese verstirkt (80).
VEGF 45 stellt damit, neben Angiopoietin (hat gemeinsam mit VEGF eine additive
Wirkung auf die Angiogenese) und den FGFs (= Fibroblast growth factors; Mitogen fiir
Osteoblasten und Chondrozyten), einen sehr wichtigen Faktor fiir die
Knochenneuformation dar (143).

Durch eine externe Zufuhr von angiogenen Faktoren widre somit das Risiko einer
Knochenatrophie auf Grund mangelnder Gefdlleinsprossung zu verhindern bzw.
einzuschridnken. Voraussetzungen hierfir sind natiirlich die Wahl des richtigen
Zeitpunktes, der optimalen Konzentration und die Beriicksichtigung des Carrier-

Freisetzungsmodus (80).

4.3 Menge an Bindegewebe im Praparat

Nach der Auswertung der Paraffinschnitte nimmt die Menge an BG im Préparat vom 1.
zum 2. Zeitpunkt hin signifikant ab. Dies trifft gleichermaBen auf die Gruppe mit
klinischer Atrophie wie auch auf die Gruppe ohne klinische Atrophie zu (vgl. Abb. 32).

Der Bindegewebsabnahme liegen jedoch ziemlich wahrscheinlich unterschiedliche

Ursachen zu Grunde. So kann man bei der Atrophie-Gruppe davon ausgehen, dass sich
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in Folge der voranschreitenden Atrophie der Augmentate in der 12. — 16. Woche nicht
nur die Menge der kndchernen Substanz, sondern damit korrelierend auch die Menge
des BG im Préparat verringern. Dies deckt sich auch mit der Erkenntnis aus Kap. 4.2,
wo deutlich wurde, dass es in der Atrophie-Gruppe zum 2. Zeitpunkt zu einer
signifikanten Abnahme der Gefdfle im BG kommt.

Fiir die Nicht-Atrophie-Gruppe diirfte diese Begriindung nicht zutreffen. Hier ist es
sinnvoller, die Bindegewebsabnahme mit einer anfianglichen Kompetition zwischen
kndcherner Regeneration und einwachsendem BG zu begriinden (s. Kap. 1.1.5), welche
dann in der 12. — 16. Woche zu Gunsten der kndchernen Regeneration ausfillt (35). Die
nicht signifikante Zunahme der Gefiale im Knochen der Nicht-Atrophie-Gruppe zum 2.
Zeitpunkt hin diirfte diese Begriindung untermauern (s. Kap. 4.2).

Da sowohl die Atrophie- als auch die Nicht-Atrophie-Gruppe zum 1. Zeitpunkt in etwa
die gleiche Menge an BG im Préparat aufweisen, kann davon ausgegangen werden, dass
hier in den ersten Wochen des Untersuchungszeitraums keine nennenswerten

Unterschiede in den beiden Gruppen vorliegen (vgl. Abb. 32).

4.4 Farbungsintensitit des Bindegewebes im Priparat

Sowohl die Anfirbung von pERK, pAKT und auch von 8-Isoprostan zeigen in der
Atrophie-Gruppe in der 12. — 16. Woche einen signifikanten Abfall der Féarbungs-
intensitdt des BG im Prédparat im Vergleich zur 4. — 8. Woche (vgl. Abb. 33, 34 und 36).
Ahnliches trifft auch fiir die Anfirbung von Nitrotyrosin zu, wenngleich der Firbungs-
intensititsunterschied hier nicht signifikant ausfillt (vgl. Abb. 35). Insgesamt ist
demnach zu konstatieren, dass die Farbungsintensitit des BG im Prédparat in der Gruppe
mit klinischer Atrophie zum 2. Zeitpunkt hin deutlich abnimmt.

Da die verwendeten AK allesamt indirekte Marker fiir oxidativen Stress darstellen, liegt
die Vermutung nahe, dass im BG der Prédparate der Atrophie-Gruppe zum 2. Zeitpunkt
ein deutlich reduziertes oxidatives Stresspotenzial gegeniiber dem 1. Zeitpunkt
vorhanden ist.

Grundsétzlich ist zu sagen, dass sdmtliche Umbau-, sprich Proliferationsvorginge, mit

einem erhohten oxidativen Stresspotenzial vergesellschaftet sind (29, 40, 75). Wie
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bereits in Kap. 1.1.5 beschrieben, agieren kndcherne Regeneration und einwachsendes
BG kompetitiv. Aus diesem Grund kann hier, auch wenn nur explizit der oxidative
Stress im BG des Priparats nachgewiesen wurde, von kndchernen und bindegewebigen
Umbauvorgédngen gesprochen werden.

Ist, wie in diesem Fall, das oxidative Stresspotenzial deutlich reduziert, so ist davon
auszugehen, dass vorhandene (kndcherne und bindegewebige) Umbauvorginge
weitestgehend zum Erliegen gekommen sind. Dies wiirde auch mit den klinischen
Ergebnissen der Untersuchungen von Reuther 2007 iibereinstimmen, wo nach
Augmentation am Schafskiefer in der 12. — 16. Woche post OP keine nennenswerten
Umbauvorgénge in der Atrophie-Gruppe mehr nachgewiesen werden konnten (157).

Es ist also davon auszugehen, dass in der Gruppe mit klinischer Atrophie sowohl
kndcherne als auch bindegewebige Umbauvorgdnge zum 2. Zeitpunkt auf Grund einer

stark vorangeschrittenen Atrophie der Augmentate nur noch reduziert vorhanden sind.
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5 Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass durch chirurgische Modifikation des Transplantatlagers eine
Atrophie des kndchernen Transplantats bzw. Augmentats in der Mund- Kiefer- und
Gesichtschirurgie verhindert bzw. verringert werden kann. Dies zeigte auch Reuther
2007 in einer Studie bzgl. der Konditionierung des Transplantatlagers am Schafs-
unterkiefer. Hier konnte gezeigt werden, dass nach 16 Wochen Einheilzeit lediglich eine
Konditionierung mit Bio-Gide®-Membran und Bio-Oss® eine fast vollstindige Atrophie
des Transplantats verhindern kann.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die Rolle des oxidativen Stresses bei der
Einheilung von kndochernen Transplantaten zu verschiedenen Konditionierungen in vivo
im Schafmodell anhand von immunhistochemisch angefarbten Knochenschnitten zu
untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde die Konditionierung mit Bio-Gide®-Membran und Bio-Oss®
als ,,Nicht-Atrophie-Gruppe® bezeichnet, da klinisch keine Atrophie des autologen
Knochentransplantates zu erkennen war, und der ,,Atrophie-Gruppe* gegeniibergestellt,
welche sich aus vier anderen Konditionierungen zusammensetzte: Konditionierung I:
Kortikospongiosa + Schraubenfixation; Konditionierung II:  Perforation des
Transplantatlagers + Schraubenfixation; Konditionierung III: Schraubenfixation +
Periostexzision; Konditionierung IV: Schraubenfixation + Membran. Nach klinischer
Auswertung wurden Paraffinschnitte hergestellt und immunhistochemisch angefarbt,
um die Auswirkungen der unterschiedlichen Konditionierungsgruppen (Nicht-Atrophie-
Gruppe vs. Atrophie-Gruppe) und der zeitlichen Komponente (4 — 8 Wochen vs. 12 —
16 Wochen Einheilzeit) auf die Expression von oxidativem Stress innerhalb der
verschiedenen Knochenzellen (Osteozyten (OZ), Osteoblasten (OB) und Osteoklasten
(OK)) zu untersuchen. Da sich die Auswirkungen des oxidativen Stresses iiber den
MAPK-Weg bzw. den PKB-Signalweg manifestieren konnen, wurde die Aktivierung
dieser Signalwege mittels Antikorper gegen pERK und pAKT iiberpriift. Bei Nitro-
tyrosin und 8-Isoprostan handelt es sich um stabile Folgeprodukte von freien Radikalen.
Sie dienen somit als direkte Biomarker von oxidativem Stress und wurden ebenfalls mit

entsprechenden Antikérpern immunhistochemisch angeférbt.
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Bei der Anfarbung von pAKT und Nitrotyrosin in der Atrophie-Gruppe konnte vom
frithen Einheilzeitpunkt (4 — 8 Wochen) zum spéten Einheilzeitpunkt (12 — 16 Wochen)
hin ein signifikanter Farbintensitdtsabfall der OB und OK (bei Nitrotyrosin nicht
signifikant) verzeichnet werden. Daraus kann man schlussfolgern, dass kndcherne
Umbau- bzw. Proliferationsvorgiinge, welche insbesondere von OB und OK getragen
werden, in der Gruppe mit klinischer Atrophie nach 12 — 16 Wochen nur noch reduziert
stattgefunden haben. Ebenfalls signifikant war die erhohte Farbintensitdt von OB und
OK der Nicht-Atrophie-Gruppe im Vergleich zur Gruppe mit klinischer Atrophie in der
12. — 16. Woche. Hier konnte die erhohte Reaktions- bzw. Proliferationsbereitschaft von
OK und OB auf die noch vorhandenen Umbauvorginge im knochernen Augmentat
zuriickzufiihren sein, welche nach der 12. — 16. Woche in der Atrophie-Gruppe nur noch
sehr reduziert vorzufinden sind. Bei den Anfirbungen von pERK und 8-Isoprostan
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Unter Beriicksichtigung
der Literatur kann iibereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen gesagt werden,
dass oxidativer Stress fundamental zelluldre Prozesse beeinflusst. Ferner gilt es als
wahrscheinlich, dass OK und OB reziprok auf oxidativen Stress reagieren. Gleich
mehrere Studien beschreiben eine stimulierende Wirkung von ROS auf OK. OB
scheinen hingegen unter ROS-Einwirkung ihre Differenzierung zu reduzieren und ihre
Apoptosebereitschaft zu erhdhen. Fiir OZ gilt dhnliches wie fiir OB: Auch sie reagieren
auf einen Anstieg von RONS mit einer erhdhten Apoptoserate. Insgesamt bleibt die
Rolle von OB, OK und OZ bei oxidativem Stress jedoch strittig, da je nach Ausmal3 und
Dauer der oxidativen Belastung unterschiedliche Ergebnisse zu erwarten sind. Ursache
hierfiir ist moglicherweise, dass die Beteiligung von oxidativem Stress an der
Zellzyklusregulation sehr komplex ist; sie hingt von zahlreichen biochemischen und
zelluldren Faktoren ab.

Des Weiteren wurde die Anzahl der Gefdlle in Knochen und Bindegewebe (BG) sowie
die Menge an Bindegewebe im Priparat ebenfalls bei verschiedenen Konditionierungen
und zu verschiedenen Zeitpunkten betrachtet. Hier konnte ein signifikanter Abfall der
Gefdflanzahl im BG der Atrophie-Gruppe zur 12. — 16. Woche hin beobachtet werden,
da besonders der Grad der Vaskularisation fiir die Osteogenese von Bedeutung ist.
Ebenfalls logisch erscheinen die nicht signifikanten Unterschiede der Atrophie-Gruppe
gegentiber der Nicht-Atrophie-Gruppe zum spiten (Einheil-) Zeitpunkt. Hier weist die
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Zusammenfassung

Gruppe ohne klinische Atrophie eine groere GefaBBanzahl sowohl im BG als auch im
Knochen auf. Dies erscheint schliissig, da man eine ausbleibende GefdBentwicklung mit
der Atrophie in Verbindung bringen kann. Insgesamt scheint es, dass die Préparate der
Atrophie-Gruppe nach 12 — 16 Wochen wenig Aktivierung zeigen, was man als
fehlende Proliferation und fehlenden Umbau deuten kann, wihrend bei den Préparaten
der Nicht-Atrophie-Gruppe noch aktive Umbau- und Wachstumsprozesse des Knochens
im und um das Transplantat vorliegen. Bei der Menge an BG im Priparat konnte vom
frilhen zum spiten Zeitpunkt in beiden Gruppen ein signifikanter Abfall verzeichnet
werden. Der Bindegewebsabnahme liegen jedoch vermutlich unterschiedliche Ursachen
zu Grunde. So kann man bei der Atrophie-Gruppe davon ausgehen, dass sich in Folge
der voranschreitenden Atrophie der Augmentate in der 12. — 16. Woche nicht nur die
Menge der kndchernen Substanz, sondern damit korrelierend auch die Menge des BG
im Préparat verringern. Dies deckt sich auch mit der signifikanten Abnahme der Gefil3e
im BG der Atrophie-Gruppe zum spdten Einheilzeitpunkt. Bei der Nicht-Atrophie-
Gruppe liegt die Bindegewebsabnahme wohl an einer anfinglichen Kompetition
zwischen knocherner Regeneration und einwachsendem BG, welche dann in der 12. —
16. Woche zu Gunsten der kndchernen Regeneration ausfallt.

Letztlich wurde noch die Farbintensitit des Bindegewebes im Priparat, jeweils einzeln
fiir die verschiedenen AK-Farbungen, entsprechend den oben genannten Parametern
untersucht. Insgesamt ist hier zu beobachten, dass die Farbungsintensitit des BG im
Préaparat in der Gruppe mit klinischer Atrophie zum spiten Zeitpunkt hin signifikant
abnimmt. Dies ldsst darauf schlieBen, dass im BG der Atrophie-Gruppe zum spiten
Zeitpunkt ein deutlich reduziertes oxidatives Stresspotenzial gegeniiber dem frithen
Zeitpunkt vorhanden ist. Da sdmtliche Umbau- bzw. Proliferationsvorginge mit einem
erhohten oxidativen Stresspotenzial vergesellschaftet sind, ist davon auszugehen, dass
in der Gruppe mit klinischer Atrophie sowohl kndcherne als auch bindegewebige
Umbauvorgédnge zum spdten Einheilzeitpunkt auf Grund einer stark vorangeschrittenen
Atrophie der Augmentate nur noch reduziert vorhanden sind.

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass nach 12 — 16 Wochen in der
Atrophie-Gruppe kndcherne Umbauvorgédnge im Vergleich zu Nicht-Atrophie-Gruppe
nur noch sehr reduziert stattfinden. Die histologischen Erkenntnisse der aktuellen

Untersuchung decken sich mit den klinischen Ergebnissen von Reuther aus dem Jahre
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Zusammenfassung

2007. Auf Grund der teilweise sehr geringen Fallzahlen in der Gruppe ,.keine klinische

Atrophie* sind weitere Untersuchungen notig, um diese Ergebnisse zu untermauern.
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7 Anhang

Signifikanztests

(T-Test fiir AK-Fdrbungen des oxidativen Stresses von OZ, OB und OK)

Beim T-Test wurde erst ein Levene-Test auf Varianzengleichheit durchgefiihrt. Sollte
dieser Wert grofler als 0,05 sein, muss fiir das Ergebnis des T-Tests in der Zeile
»Varianzen sind gleich® geschaut werden; ist der Wert kleiner als 0,05, muss in der
Zeile ,,Varianzen sind nicht gleich® geschaut werden. Die jeweils relevanten Ergebnisse
des T-Tests sind unterstrichen. Da sehr viele Tests durchgefiihrt wurden (multiples
Testen), muss auBerdem das Signifikanzniveau angepasst werden. Es wurden pro
Féarbung 6 Tests durchgefiihrt; das Signifikanzniveau muss deshalb auf 0,008 (0,05 / 6)
korrigiert werden. Die Werte in der Spalte ,,Sig. (2-seitig)®, auch p-Wert genannt, muss
also nicht mit 0,05, sondern stattdessen mit dem korrigierten Wert 0,008 verglichen
werden. Wenn der p-Wert kleiner als 0,008 ist, ist der Unterschied zwischen den
Gruppen signifikant. Ist der p-Wert kleiner als 0,001 wird der Unterschied als hoch

signifikant angesehen. Die hoch signifikanten Werte sind grau hinterlegt.
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Farbung: pERK

Zeitpunkt: 4. — 8. Woche

Test bei unabhéngigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

nicht gleich

Standard 95%
Sig. fehler Konfidenzintervall
Signi- (2- | Mittlere |  der der Differenz
F fikanz T df seitig) | Differenz|Differenz| Untere | Obere
OZ Varianzen sind
,026 ,873] -,021 28| ,983 |-,002333| ,109594|-,226827| ,222160
gleich
Varianzen sind
-,021 7,602| ,984 |-,002333| ,110878]-,260366| ,255699
nicht gleich
OB Varianzen sind
1,986 ,(1701 -1,131 28| ,268 |-,101083| ,089364|-,284138| ,081971
gleich
Varianzen sind
-,878 6,126| ,413 |-,101083| ,115094|-,381305| ,179139
nicht gleich
OK Varianzen sind
A74 497 -,562 27| ,579 |-,068094| ,121216|-,316809| ,180620
gleich
Varianzen sind
-,680| 10,638| ,511 |-,068094( ,100066] -,289256| ,153068
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Zeitpunkt: 12. — 16. Woche

Test bei unabhdngigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit

T-Test fiir die Mittelwertgleichheit

Standard 95%
Sig. fehler | Konfidenzintervall
Signi- (2- | Mittlere der der Differenz
F fikanz T df  |seitig)|Differenz|Differenz| yntere | Obere
OZ Varianzen sind
,302 ,588| -,346 23| ,732 |-,059900| ,172881(-,417531| ,297731
gleich
Varianzen sind
-,317| 5,612 ,762 |-,059900| ,188706(-,529487| ,409687
nicht gleich
OB Varianzen sind
, 725 ,404| -1,482 21| ,153 |-,145622| ,098258]-,349962| ,058717
gleich
Varianzen sind
-1,939| 10,639 ,079 |-,145622| ,075092|-,311584| ,020339
nicht gleich
OK Varianzen sind
,001 ,980| 1,384 15| ,187 | ,154769| ,111853(-,083640| ,393179
gleich
Varianzen sind
1,383] 5,006| ,225 | ,154769| ,111940(-,132884| ,442423
nicht gleich
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Gruppe: klinische Atrophie

Test bei unabhéangigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
95%
Konfidenzintervall
der Differenz
Standard
fehler
Signi- Sig. (2- | Mittlere der
F fikanz | T df seitig) [Differenz|Differenz| Untere | Obere
OZ Varianzen sind ,606 ,441| 556 42| ,581 ,048400( ,086996]-,127166| ,223966
gleich
Varianzen sind ,540] 33,481 ,593 ,048400( ,089697]-,133991| ,230791
nicht gleich
OB Varianzen sind ,068 ,796| ,146 40| ,885 | ,008639| ,059221]-,111052| ,128330
gleich
Varianzen sind ,143] 33,256| ,888 ,008639| ,060618]-,114653| ,131931
nicht gleich
OK' Varianzen sind ,641 429 ,975 34| ,337 | ,084970( ,087184|-,092210| ,262150
gleich
Varianzen sind 1,072| 32,115] ,292 ,084970( ,079228]-,076390| ,246330
nicht gleich
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Gruppe: keine klinische Atrophie

Test bei unabhdngigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit

95%
Konfidenzintervall

der Differenz

Standard
fehler
Signi- Sig. (2- | Mittlere der
F fikanz | T df seitig) |Differenz|Differenz| Untere | Obere
OZ Varianzen sind 1,393 ,268( -,048 9] ,963 |-,009167( ,191085|-,441431| ,423098
gleich
Varianzen sind -,046( 6,514] ,965 |-,009167| ,199645|-,488487| ,470154
nicht gleich
OB Varianzen sind 2,948 ,120( -,273 9] .,791 |-,035900( ,131390(-,333124| ,261324
gleich
Varianzen sind -291 7,410 ,779 |-,035900( ,123332|-,324296| ,252496
nicht gleich
OK Varianzen sind ,033 ,861(2,402 8| ,043 | ,307833(| ,128170| ,012273] ,603394
gleich
Varianzen sind 2,414 6,688| ,048 ,307833| ,127541| ,003368( ,612299
nicht gleich
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Farbung: pAKT

Zeitpunkt: 4. — 8. Woche

Test bei unabhédngigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit

T-Test fir die Mittelwertgleichheit

nicht gleich

Standard 95%
fehler | Konfidenzintervall
Signi- Sig. (2- | Mittlere der der Differenz
F fikanz | T df seitig) |Differenz|Differenz| yntere | Obere
OZ Varianzen sind
1,080 ,308| ,383 28| ,704 ,040625] ,106000|-,176506| ,257756
gleich
Varianzen sind
,501] 12,093 ,625 ,040625] ,081118|-,135966| ,217216
nicht gleich
OB Varianzen sind
6,395 ,017( 1,041 28| ,307 ,091917] ,088335]-,089029| ,272862
gleich
Varianzen sind
1,918| 27,997 ,065 ,091917] ,047927]|-,006258| ,190091
nicht gleich
OK Varianzen sind
1,258 272 ,565 271 577 ,078109] ,138326(-,205713| ,361931
gleich
Varianzen sind
,782| 14,530 ,447 ,078109| ,099856(-,135330( ,291548
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Zeitpunkt: 12. — 16. Woche

Test bei unabhéangigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit

T-Test fiir die Mittelwertgleichheit

nicht gleich

Standard 95%
Sig. fehler | Konfidenzintervall
Signi- (2- | Mittlere |  der der Differenz
F fikanz T df  |seitig)|Differenz|Differenz| yntere | Obere
OZ Varianzen sind
2,440 ,133]  -,526 21| ,604 |-,063882| ,121422|-,316393| ,188630
gleich
Varianzen sind
-,663| 5,909 ,532 |-,063882| ,096300]-,300400] ,172637
nicht gleich
OB Varianzen sind
,611 4431 -1,304 21| ,206 |-,234711| ,179996]-,609032| ,139611
gleich
Varianzen sind
-1,459| 4,949| ,205 |-,234711| ,160849]-,649470| ,180049
nicht gleich
OK Varianzen sind
leich 3,022 ,099| -124 18| ,902 |-,026562| ,213554|-,475224] ,422099
gleic
Varianzen sind
-,222| 17,252| ,827 |-,026562| ,119386]-,278165| ,225040
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Gruppe: klinische Atrophie

Test bei unabhdngigen Stichproben

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
95%
Konfidenzintervall
der Differenz
Standard
Sig. fehler
Signi- (2- | Mittlere der
F fikanz T df seitig) | Differenz|Differenz| Untere | Obere
OZ Varianzen sind ,131 ,719] 1,184 41| ,243 | ,086757| ,073253|-,061181| ,234694
gleich
Varianzen sind 1,194 39,845| ,239 | ,086757| ,072648]-,060088| ,233602
nicht gleich
OB Varianzen sind 5,659 ,022| 3,897 41| ,000 | ,326127| ,083677| ,157139| ,495115
gleich
Varianzen sind 3,705| 29,026( ,001 | ,326127( ,088028| ,146097| ,506157
nicht gleich
OK' Varianzen sind ,986 ,327| 3,541 37| ,001 | ,418671| ,118233| ,179109| ,658234
gleich
Varianzen sind 3,384| 27,027| ,002 | ,418671| ,123724| ,164823| ,672519
nicht gleich
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Gruppe: keine klinische Atrophie

Test bei unabhdngigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit

95%
Konfidenzintervall

der Differenz

Standard
fehler
Signi- Sig. (2- | Mittlere der
F fikanz | T df seitig) [Differenz|Differenz| Untere | Obere

OZ Varianzen sind ,000 ,998| -,174 8| ,866 |-,017750| ,102085(-,253159| ,217659
gleich
Varianzen sind -,173] 6,415 ,868 [-,017750| ,102840|-,265494| ,229994
nicht gleich

OB Varianzen sind 6,569 ,033| -,004 8| ,997 |-,000500| ,114701(-,265002| ,264002
gleich
Varianzen sind -,003| 3,126| ,997 |-,000500| ,142900]-,445039| ,444039
nicht gleich

OK Varianzen sind 2,315 ,167( 3,040 8| ,016 ,314000] ,103286] ,075822| ,552178
gleich
Varianzen sind 3,325| 7,992 ,010 ,314000] ,094428] ,096210| ,531790
nicht gleich
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Farbung: Nitrotyrosin

Zeitpunkt: 4. — 8. Woche

Test bei unabhdngigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit

T-Test fiir die Mittelwertgleichheit

nicht gleich

Standard 95%
Sig. fehler | Konfidenzintervall
Signi- (2- | Mittlere |  der der Differenz
F fikanz T df  |seitig)|Differenz|Differenz| yntere | Obere
OZ Varianzen sind ,003 ,956| -1,490 28| ,147 |-,151167] ,101457|-,358991| ,056658
gleich
Varianzen sind -1,501| 7,780 ,173 |-,151167| ,100679(-,384482| ,082148
nicht gleich
OB Varianzen sind ,105 ,749 ,264 28| ,794 | ,024583| ,093111]-,166145| ,215312
gleich
Varianzen sind ,258( 7,516| ,803 | ,024583| ,095137|-,197286| ,246453
nicht gleich
OK Varianzen sind 1,461 2371 -,316 27| ,754 |-,036732| ,116084|-,274916| ,201452
gleich
Varianzen sind -,383| 10,613 ,709 |-,036732| ,095943(-,248845| ,175381
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Zeitpunkt: 12. — 16. Woche

Test bei unabhéangigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit

T-Test fiir die Mittelwertgleichheit

Standard 95%
Sig. fehler | Konfidenzintervall
Signi- (2- | Mittlere |  der der Differenz
F fikanz T df  |seitig)[Differenz|Differenz| yntere | Obere
OZ Varianzen sind ,152 ,700| ,746 25| ,463 | ,149402| ,200380]-,263289( ,562093
gleich
Varianzen sind ,885( 4,861| ,418 | ,149402| ,168846]-,288386( ,587190
nicht gleich
OB Varianzen sind 4,892 ,036| -1,721 25| ,098 [-,204457| ,118772]-,449072( ,040159
gleich
Varianzen sind -3,974| 24,948( ,001 |-,204457| ,051446(-,310423| -,098490
nicht gleich
OK Varianzen sind ,008 ,930| -3,257 17] 008 (-,561933| ,172515]-,925907( -,197959
gleich
Varianzen sind -3,517| 5,278 ,016 |-,561933| ,159788|(-,966252|-,157614
nicht gleich
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Gruppe: klinische Atrophie

Test bei unabhdngigen Stichproben

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fiir die Mittelwertgleichheit
95%
Konfidenzintervall
der Differenz
Standard
Sig. fehler
Signi- (2- | Mittlere der
F fikanz T df seitig) | Differenz|Differenz| Untere | Obere
OZ Varianzen sind 2,819 ,100 ,610 45| ,545 | ,055014| ,090142|-,126540| ,236569
gleich
Varianzen sind ,604| 35,304 ,550 | ,055014( ,091099|-,129869| ,239898
nicht gleich
OB Varianzen sind 574 ,452| 3,905 45| ,000 | ,248707| ,063683| ,120443| ,376970
gleich
Varianzen sind 3,894| 43,540 ,000 | ,248707( ,063877| ,119932| ,377481
nicht gleich
OK Varianzen sind ,010 ,919] 2,703 36| ,010 | ,255368| ,094463| ,063788| ,446948
gleich
Varianzen sind 2,609| 26,496| ,015 | ,255368| ,097872| ,054372| ,456364
nicht gleich
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Gruppe: keine klinische Atrophie

Test bei unabhéngigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

95%

Konfidenzintervall

der Differenz

nicht gleich

Standard
fehler
Signi- Sig. (2- | Mittlere der
F fikanz T df | seitig) |Differenz|Differenz| Untere | Obere
OZ Varianzen sind ,315 ,590( 2,183 8| ,061 ,355583| ,162882|-,020024| ,731191
gleich
Varianzen sind 2,041| 5,160 ,095 ,355583| ,174202|-,088060| ,799226
nicht gleich
OB Varianzen sind 9,304 ,016( ,182 8| ,860 ,019667| ,107894|-,229138| ,268471
gleich
Varianzen sind ,225( 5,374 ,830 | ,019667| ,087278|-,200075| ,239409
nicht gleich
OK Varianzen sind ,954 ,357( -1,841 8| .103 |-,269833| ,146587(-,607863| ,068196
gleich
Varianzen sind -1,7011 4,944 ,150 |-,269833| ,158614(-,678959| ,139293
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Farbung: 8-Isoprostan

Zeitpunkt: 4. — 8. Woche

Test bei unabhdngigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit

T-Test fiir die Mittelwertgleichheit

Standard 95%
Sig. fehler | Konfidenzintervall
Signi- (2- | Mittlere der der Differenz
F fikanz T df  |seitig)|Differenz|Differenz| Untere | Obere
OZ Varianzen sind 1,966 ,172( -1,029 28| ,312 |-,132500| ,128787|-,396308| ,131308
gleich
Varianzen sind -1,329| 11,781( ,209 |-,132500| ,099710(-,350199| ,085199
nicht gleich
OB Varianzen sind 7,094 ,013| -1,371 28| ,181 [-,174708| ,127475|-,435830| ,086413
gleich
Varianzen sind -2,293| 23,933| ,031 |-,174708| ,076176(-,331951|-,017466
nicht gleich
OK Varianzen sind 3,401 ,076( -1,056 27| ,300 (-,188326| ,178359(-,554289| ,177637
gleich
Varianzen sind -1,501] 15,581| ,153 |-,188326| ,125487(-,454930| ,078277
nicht gleich
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Zeitpunkt: 12. — 16. Woche

Test bei unabhéangigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit

T-Test fiir die Mittelwertgleichheit

Standard 95%
Sig. fehler | Konfidenzintervall
Signi- (2- | Mittlere |  der der Differenz
F fikanz T df  |seitig)|Differenz|Differenz| Untere | Obere
OZ Varianzen sind ,267 ,610( -,883 24| ,386 |-,172752| ,195729|-,576717| ,231212
gleich
Varianzen sind -,990| 7,039| ,355 |-,172752| ,174506]-,584930| ,239425
nicht gleich
OB Varianzen sind 2,967 ,098( -1,431 24| ,165 |-,174057| ,121606]-,425040| ,076926
gleich
Varianzen sind -2,191] 13,979| ,046 |-,174057| ,079442(-,344467|-,003647
nicht gleich
OK Varianzen sind ,131 ,721| -1,181 21| ,251 |-,182644| ,154620(-,504195| ,138906
gleich
Varianzen sind -1,375| 8,204| ,206 |-,182644| ,132878(-,487742| ,122453
nicht gleich
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Gruppe: klinische Atrophie

Test bei unabhdngigen Stichproben

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
95%
Konfidenzintervall
der Differenz
Standard
Sig. fehler
Signi- (2- | Mittlere der
F fikanz T df seitig) | Differenz|Differenz| Untere | Obere
OZ Varianzen sind 1,308 ,259| 1,596 43| ,118 | ,167452| ,104916|-,044130| ,379035
gleich
Varianzen sind 1,564 36,416] ,126 | ,167452| ,107048]-,049564| ,384469
nicht gleich
OB Varianzen sind 1,278 ,265| 2,679 43| ,010 | ,228315| ,085223| ,056446| ,400185
gleich
Varianzen sind 2,706 42,994| ,010 | ,228315] ,084369| ,058168| ,398463
nicht gleich
OK' Varianzen sind 2,649 112 2,814 39| ,008 | ,334618| ,118895| ,094130| ,575106
gleich
Varianzen sind 2,909| 38,984| ,006 | ,334618] ,115016| ,101973| ,567263
nicht gleich
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Gruppe: keine klinische Atrophie

Test bei unabhdngigen Stichproben

Levene-Test der

Varianzgleichheit T-Test fiir die Mittelwertgleichheit

95%
Konfidenzintervall

der Differenz

Standard
fehler
Signi- Sig. (2- | Mittlere der
F fikanz T df seitig) [Differenz|Differenz| Untere | Obere
OZ Varianzen sind 1,491 ,253 ,787 9| 451 ,127200| ,161618]-,238405| ,492805
gleich
Varianzen sind ,748( 6,132 ,482 ,127200] ,170103]-,286859| ,541259
nicht gleich
OB Varianzen sind ,036 ,854( 3,282 9| .,009 ,228967| ,069756| ,071168| ,386766
gleich
Varianzen sind 3,240( 8,109 ,012 ,228967| ,070680| ,066359| ,391574
nicht gleich
OK Varianzen sind 211 ,657| 2,421 9 .039 ,340300( ,140571| ,022305| ,658295
gleich
Varianzen sind 2,396| 8,235| ,043 ,340300( ,142039| ,014378| ,666222
nicht gleich
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Signifikanztests

(fiir die Gefdfse in BG und Knochen wurde ein nichtparametrischer Mann-
Whitney-Test durchgefiihrt)

Beim Mann-Whitney-Test muss in der Zeile ,,Asymptotische Signifikanz (2-seitig)*
geschaut werden (Werte unterstrichen). Da hier 4 Tests durchgefiihrt wurden, muss das
Signifikanzniveau auf 0,013 (0,05 / 4) korrigiert werden. Bei Werten die kleiner als
0,013 sind, ist der Unterschied zwischen den Gruppen signifikant. Ist der p-Wert kleiner
als 0,001 wird der Unterschied als hoch signifikant angesehen (Werte grau hinterlegt).

Zeitpunkt: 4. — 8. Woche

Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
Gefalle im BG klinische Atrophie 93 57,42 5340,50
keine klin. Atrophie 23 62,85 1445,50
Gesamt 116
Gefalke im Knochen klinische Atrophie 94 59,01 5547,00
keine klin. Atrophie 23 58,96 1356,00
Gesamt 117
Statistik fiir Test®
Gefale im
Gefalke im BG Knochen
Mann-Whitney-U 969,500 1080,000
Wilcoxon-W 5340,500 1356,000
z -,705 -,007
Asymptotische Signifikanz (2- 481 994
seitig)

a. Gruppenvariable: klinisches Erscheinungsbild
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Zeitpunkt: 12. — 16. Woche

Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
Gefalke im BG klinische Atrophie 64 37,57 2404,50
keine klin. Atrophie 15 50,37 755,50
Gesamt 79
Gefalle im Knochen klinische Atrophie 81 47,21 3824,00
keine klin. Atrophie 18 62,56 1126,00
Gesamt 99
Statistik fiir Test®
Gefélle im
Gefalle im BG Knochen
Mann-Whitney-U 324,500 503,000
Wilcoxon-W 2404,500 3824,000
z -2,000 -2,111
Asymptotische Signifikanz (2- ,045 ,035
seitig)
a. Gruppenvariable: klinisches Erscheinungsbild
Gruppe: klinische Atrophie
Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
Gefalle im BG 4. bis 8. Woche 93 96,61 8985,00
12. bis 16. Woche 64 53,41 3418,00
Gesamt 157
Gefalke im Knochen 4. bis 8. Woche 94 87,07 8185,00
12. bis 16. Woche 81 89,07 7215,00
Gesamt 175
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Statistik fiir Test®

Geféalle im
Gefalle im BG Knochen
Mann-Whitney-U 1338,000 3720,000
Wilcoxon-W 3418,000 8185,000
z -5,955 -,269
Asymptotische Signifikanz (2- ,000 ,788
seitig)
a. Gruppenvariable: Zeitpunkt
Gruppe: keine klinische Atrophie
Réange
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
Gefalle im BG 4. bis 8. Woche 23 21,87 503,00
12. bis 16. Woche 15 15,87 238,00
Gesamt 38
Gefalle im Knochen 4. bis 8. Woche 23 17,78 409,00
12. bis 16. Woche 18 25,11 452,00
Gesamt 41
Statistik fiir Test”
Geféalle im
Gefalle im BG Knochen
Mann-Whitney-U 118,000 133,000
Wilcoxon-W 238,000 409,000
z -1,666 -2,007
Asymptotische Signifikanz (2- ,096 ,045
seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1- ,1072
seitig Sig.)]

a. Nicht fir Bindungen korrigiert.

b. Gruppenvariable: Zeitpunkt
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Signifikanztests

(fiir die Menge an BG im Prdparat wurde ein nichtparametrischer Mann-

Whitney-Test durchgefiihrt)

Beim Mann-Whitney-Test muss in der Zeile ,,Asymptotische Signifikanz (2-seitig)*
geschaut werden (Werte unterstrichen). Da hier 2 Tests durchgefiihrt wurden, muss das
Signifikanzniveau auf 0,025 (0,05 / 2) korrigiert werden. Bei Werten die kleiner als
0,025 sind, ist der Unterschied zwischen den Gruppen signifikant. Ist der p-Wert kleiner
als 0,001 wird der Unterschied als hoch signifikant angesehen (Werte grau hinterlegt).

Zeitpunkt: 4. — 8. Woche

Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
BG im Praparat  klinische Atrophie 95 58,53 5560,50
keine klin. Atrophie 24 65,81 1579,50
Gesamt 119

Statistik fiir Test®

BG im Praparat
Mann-Whitney-U 1000,500
Wilcoxon-W 5560,500
z -,988
Asymptotische Signifikanz (2- 1323
seitig)

a. Gruppenvariable: klinisches

Erscheinungsbild
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Zeitpunkt: 12. — 16. Woche

Réange
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
BG im Praparat  klinische Atrophie 79 48,27 3813,00
keine klin. Atrophie 18 52,22 940,00
Gesamt 97
Statistik fiir Test®
BG im Praparat
Mann-Whitney-U 653,000
Wilcoxon-W 3813,000
z -,551
Asymptotische Signifikanz (2- 581
seitig)
a. Gruppenvariable: klinisches
Erscheinungsbild
Gruppe: klinische Atrophie
Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
BG im Praparat 4. bis 8. Woche 95 105,89 10060,00
12. bis 16. Woche 79 65,38 5165,00
Gesamt 174
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Statistik fiir Test®

BG im Praparat

Mann-Whitney-U
Wilcoxon-W
z

Asymptotische Signifikanz (2-

seitig)

2005,000

5165,000

-5,444
000

a. Gruppenvariable: Zeitpunkt

Gruppe: keine klinische Atrophie

Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
BG im Préaparat 4. bis 8. Woche 24 25,92 622,00
12. bis 16. Woche 18 15,61 281,00
Gesamt 42

Statistik fiir Test®

BG im Praparat

Mann-Whitney-U

Wilcoxon-W

z

Asymptotische Signifikanz (2-

seitig)

110,000

281,000

-2,829
005

a. Gruppenvariable: Zeitpunkt
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Signifikanztests

(fiir die Fdarbung des BG im Prdparat wurde ein nichtparametrischer
Mann-Whitney-Test durchgefiihrt)

Beim Mann-Whitney-Test muss in der Zeile ,,Asymptotische Signifikanz (2-seitig)*
geschaut werden (Werte unterstrichen). Da hier 2 Tests durchgefiihrt wurden, muss das
Signifikanzniveau auf 0,025 (0,05 / 2) korrigiert werden. Bei Werten die kleiner als
0,025 sind, ist der Unterschied zwischen den Gruppen signifikant (Werte grau
hinterlegt).

Farbung: pERK

Zeitpunkt: 4. — 8. Woche

Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG klinische Atrophie 24 15,44 370,50
keine klin. Atrophie 6 15,75 94,50
Gesamt 30

Statistik fiir Test”

Farbung des BG
Mann-Whitney-U 70,500
Wilcoxon-W 370,500
z -,081
Asymptotische Signifikanz (2- 935
seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1- ,940°
seitig Sig.)]

a. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

b. Gruppenvariable: klinisches

Erscheinungsbild
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Zeitpunkt: 12. — 16. Woche

Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG klinische Atrophie 20 12,38 247,50
keine klin. Atrophie 5 15,50 77,50
Gesamt 25
Statistik fiir Test”
Farbung des BG
Mann-Whitney-U 37,500
Wilcoxon-W 247,500
z -,873
Asymptotische Signifikanz (2- 383
seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1- ,408°
seitig Sig.)]
a. Nicht fir Bindungen korrigiert.
b. Gruppenvariable: klinisches
Erscheinungsbild
Gruppe: klinische Atrophie
Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG 4. bis 8. Woche 24 27,17 652,00
12. bis 16. Woche 20 16,90 338,00
Gesamt 44
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Statistik fiir Test®

Farbung des BG

Mann-Whitney-U
Wilcoxon-W
z

Asymptotische Signifikanz (2-

seitig)

128,000

338,000

-2,709
,007

a. Gruppenvariable: Zeitpunkt

Gruppe: keine klinische Atrophie

Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG 4. bis 8. Woche 6 717 43,00
12. bis 16. Woche 5 4,60 23,00
Gesamt 11

Statistik fiir Test’

Farbung des BG

Mann-Whitney-U
Wilcoxon-W

z

Asymptotische Signifikanz (2-
seitig)

Exakte Signifikanz [2*(1-
seitig Sig.)]

8,000
23,000
1,347

178

,247°

a. Nicht fir Bindungen korrigiert.

b. Gruppenvariable: Zeitpunkt
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Farbung: pAKT

Zeitpunkt: 4. — 8. Woche

Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG klinische Atrophie 24 15,69 376,50
keine klin. Atrophie 6 14,75 88,50
Gesamt 30
Statistik fiir Test’
Farbung des BG
Mann-Whitney-U 67,500
Wilcoxon-W 88,500
z -,247
Asymptotische Signifikanz (2- ,805
seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1- ,820°
seitig Sig.)]
a. Nicht fir Bindungen korrigiert.
b. Gruppenvariable: klinisches
Erscheinungsbild
Zeitpunkt: 12. — 16. Woche
Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG klinische Atrophie 19 11,47 218,00
keine klin. Atrophie 4 14,50 58,00
Gesamt 23
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Statistik fiir Test’

Farbung des BG
Mann-Whitney-U 28,000
Wilcoxon-W 218,000
z -,832
Asymptotische Signifikanz (2- 405
seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1- ,456°
seitig Sig.)]
a. Nicht fir Bindungen korrigiert.
b. Gruppenvariable: klinisches
Erscheinungsbild
Gruppe: klinische Atrophie
Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG 4. bis 8. Woche 24 26,88 645,00
12. bis 16. Woche 19 15,84 301,00
Gesamt 43

Statistik fiir Test®

Farbung des BG

Mann-Whitney-U
Wilcoxon-W
z

seitig)

Asymptotische Signifikanz (2-

111,000

301,000

-2,927
003

a. Gruppenvariable: Zeitpunkt
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Gruppe: keine klinische Atrophie

Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG 4. bis 8. Woche 6 6,08 36,50
12. bis 16. Woche 4 4,63 18,50
Gesamt 10
Statistik fiir Test”
Farbung des BG
Mann-Whitney-U 8,500
Wilcoxon-W 18,500
z -,763
Asymptotische Signifikanz (2- 446
seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1- ,476°
seitig Sig.)]
a. Nicht fir Bindungen korrigiert.
b. Gruppenvariable: Zeitpunkt
Farbung: Nitrotyrosin
Zeitpunkt: 4. — 8. Woche
Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG klinische Atrophie 24 15,21 365,00
keine klin. Atrophie 6 16,67 100,00
Gesamt 30
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Statistik fiir Test’

Farbung des BG
Mann-Whitney-U 65,000
Wilcoxon-W 365,000
z -,426
Asymptotische Signifikanz (2- ,670
seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1- ,7432
seitig Sig.)]
a. Nicht fir Bindungen korrigiert.
b. Gruppenvariable: klinisches
Erscheinungsbild
Zeitpunkt: 12. — 16. Woche
Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG klinische Atrophie 22 13,14 289,00
keine klin. Atrophie 4 15,50 62,00
Gesamt 26

Statistik fiir Test”

Farbung des BG
Mann-Whitney-U 36,000
Wilcoxon-W 289,000
z -,611
Asymptotische Signifikanz (2-
iy 941

seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1-

g [2%( 607
seitig Sig.)]

a. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

b. Gruppenvariable: klinisches

Erscheinungsbild
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Gruppe: klinische Atrophie

Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG 4. bis 8. Woche 24 25,50 612,00
12. bis 16. Woche 22 21,32 469,00
Gesamt 46
Statistik fiir Test®
Farbung des BG
Mann-Whitney-U 216,000
Wilcoxon-W 469,000
z -1,171
Asymptotische Signifikanz (2- 1242
seitig)
a. Gruppenvariable: Zeitpunkt
Gruppe: keine klinische Atrophie
Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG 4. bis 8. Woche 6 5,67 34,00
12. bis 16. Woche 4 5,25 21,00
Gesamt 10
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Statistik fiir Test’

Farbung des BG
Mann-Whitney-U 11,000
Wilcoxon-W 21,000
z -,244
Asymptotische Signifikanz (2- 807
seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1- ,914°
seitig Sig.)]
a. Nicht fir Bindungen korrigiert.
b. Gruppenvariable: Zeitpunkt
Firbung: 8-Isoprostan
Zeitpunkt: 4. — 8. Woche
Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG klinische Atrophie 24 15,42 370,00
keine klin. Atrophie 6 15,83 95,00
Gesamt 30
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Statistik fiir Test’

Farbung des BG
Mann-Whitney-U 70,000
Wilcoxon-W 370,000
4 -,108
Asymptotische Signifikanz (2-
iy 914
seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1-
9 [ ,940°
seitig Sig.)]
a. Nicht fir Bindungen korrigiert.
b. Gruppenvariable: klinisches
Erscheinungsbild
Zeitpunkt: 12. — 16. Woche
Rénge
klinisches
Erscheinungsbild N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG klinische Atrophie 19 11,95 227,00
keine klin. Atrophie 5 14,60 73,00
Gesamt 24

Statistik fiir Test”

Farbung des BG
Mann-Whitney-U 37,000
Wilcoxon-W 227,000
V4 -, 769
Asymptotische Signifikanz (2-
y P g ( 442

seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1-

g [ ,489°
seitig Sig.)]

a. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

b. Gruppenvariable: klinisches

Erscheinungsbild
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Anhang

Gruppe: klinische Atrophie

Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG 4. bis 8. Woche 24 25,77 618,50
12. bis 16. Woche 19 17,24 327,50
Gesamt 43
Statistik fiir Test®
Farbung des BG
Mann-Whitney-U 137,500
Wilcoxon-W 327,500
z -2,270
Asymptotische Signifikanz (2- ,023
seitig)
a. Gruppenvariable: Zeitpunkt
Gruppe: keine klinische Atrophie
Rénge
Zeitpunkt N Mittlerer Rang Rangsumme
Farbung des BG 4. bis 8. Woche 6 7,08 42,50
12. bis 16. Woche 5 4,70 23,50
Gesamt 11
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Anhang

Statistik fiir Test’

Farbung des BG

Mann-Whitney-U

Wilcoxon-W

z

Asymptotische Signifikanz (2-
seitig)

Exakte Signifikanz [2*(1-

193

seitig Sig.)]

8,500

23,500

-1,301

,247°

a. Nicht fir Bindungen korrigiert.

b. Gruppenvariable: Zeitpunkt
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