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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1  Ubersicht

Die Transplantation von Knochenmaterial hat heute in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie einen hohen Stellenwert und gehort auf diesem Fachgebiet
zu den am haufigsten durchgefiihrten Operationen.[63] Die Einsatzmdglichkeiten in der
Spalt- und Fehlbildungschirurgie sowie bei rekonstruktiven Eingriffen im Rahmen von
Trauma oder Tumoroperationen haben sich in den letzten Jahren um Indikationen in der
pra-implantologischen Chirurgie erweitert. So lassen sich rdumlich begrenzte Knochen-
defekte im Ober- oder Unterkiefer im Rahmen der Implantologie durch die Methode der
gesteuerten Geweberegeneration wieder aufbauen. Bei groBeren Defekten werden
Knochentransplantate zur Augmentation der atrophischen Kieferabschnitte oder des

Kieferhohlenbodens eingesetzt.[95]

Den Goldstandard fiir Knochentransplantationen in der Mund-, Kiefer- und Gesichts-
chirurgie stellt nach wie vor das autologe Transplantat dar. Je nach Indikation, Grof3e
des zu deckenden Defekts und operativ-technischen Fragestellungen kann Knochen aus
dem Kinn, dem Kieferwinkel, vom Tuber maxillae, der Kalotte, den Rippen, aus der

Tibia oder dem Becken gewonnen werden.[68; 98; 97; 99]

Hierbei steht der intraoralen Knochenentnahme mit einer vereinfachten Entnahme des
Transplantates die begrenzt zur Verfligung stehende GroBe gegeniiber. Vorteil der
extraoralen Knochenentnahme, beispielsweise aus dem Beckenkamm, ist die grof3ere
zur Verfiigung stehende Knochenmenge. Nachteilig ist der chirurgische Mehraufwand
sowie Entnahmemorbiditdten und damit verbundene Komplikationen wie Infektionen,
Blutungen, Hdmatome, Nervschddigungen, Schmerzen und funktionelle Defizite.[125;

146]

Die Qualitdt des Transplantates stellt einen der wichtigsten Parameter fiir die erfolg-
reiche Heilung eines Knochendefektes dar. Von entscheidender Bedeutung sind des

Weiteren die zu iiberbriickende DefektgroB3e sowie die Qualitit des Transplantatlagers.
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Die Defektgrofle ist meist nicht zu beeinflussen, stellt aber eine kritische Grenze dar, da

ab einer gewissen Grofle, abhingig von der Lokalisation und der jeweiligen Spezies,
keine Spontanheilung mehr beobachten werden kann. Der Defekt wird mit minderwer-

tigem Granulationsgewebe aufgefiillt, und eine kndcherne Konsolidierung unterbleibt.

Vor allem die adidquate Fixierung und Stabilisation des Transplantates und die Optimie-
rung der Transplantateigenschaften tragen wesentlich zur Qualitdt der knochernen Re-
habilitation bei. Auch die Modifikation des Transplanatlagers kann einer Atrophie ent-

gegenwirken.

Die Suche nach geeigneten Knochenersatzmaterialien sowie nach Verdnderungen des
Transplantates und des Transplantatlagers waren und sind Ansatzpunkt wissenschaft-
licher Bestrebungen. Im Rahmen dieser Arbeit wird dieses Problem aufgegriffen und
ein Schwerpunkt auf die Modifikation des Transplantatlagers und die damit einherge-

henden Verdnderungen auf zellulirer Ebene gelegt. (siche Kap. 1.8)

1.1.1 Klassifikation der Knochentransplantate

Knochentransplantate werden entsprechend ihrer Herkunft klassifiziert. Eine Ubersicht

bietet Tabelle 1.

Tabelle 1: Terminologie der Transplantationen

Transplantatart Herkunft des Transplantats

Autotransplantat autogen  Spender und Empfanger sind identisch. Keine Ab-
stoBungsreaktion

Isotransplantat syngen Spender und Empfanger sind genetisch identisch (z. B.
eineiige Zwillinge). Keine bzw. schwache zellulare Ab-
stoBungsreaktion

Allotransplantat allogen Spender und Empfanger sind gen. different, gehdren
aber derselben Spezies an. Zellulire Abstoungsreaktion

Xenotransplantat xenogen  Spender und Empfanger sind genetisch different, sie ge-

horen verschiedenen Spezies an. Humorale, selten zel-
lulare AbstoBungsreaktion
Alloplastik alloplastisch  Ersatz korpereigenen Gewebes durch kiinstlich
hergestellte Fremdmaterialien. Keine Ab-
stoBungsreaktion
Nach [95]
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Xenogene Transplantate wurden in Form von Schidelknochen des Hundes und Rinder-

knochen seit dem 17. Jahrhundert transplantiert.[63 ]

Allogene Materialien im Rahmen der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie betreffen
vor allem den von Kiibler entwickelte AAA-Knochen (autolysierte, antigen-extrahierte,

allogene Knochen).[80]

Bei der Implantation von alloplastischen Materialien fanden bereits friih Materialien
wie Elfenbein, Gold und Holz Verwendung. Auch nicht reaktive Metalle sowie Methyl-
methacrylate (Knochenzement) oder Silikone wurden klinisch eingesetzt. Zunehmend
wurden in den letzten Jahren bioaktive Materialien wie bioaktive Glaskeramiken,
Hydroxylapatit, Trikalziumphosphat, biphasische Kalziumphosphate sowie unter-

schiedlich plasmabeschichtete Metallimplantate verwendet.

Autogene Tranplantate besitzen eine hohe osteogene Potenz und osteoinduktive Eigen-
schaften und gelten seit der Arbeit von Axhausen als Goldstandard im Bezug auf
Knochentransplantate.[7] Autogene Knochentransplantate werden entweder als
Spongiosachips oder kortikospongidse Spane frei verpflanzt oder mikrovaskuldr mit

den nutritiven Gefaflen transplantiert.[95]

1.1.2 Historischer Uberblick

Die erste beschriebene Knochentransplantation fithrte van Meekeren 1668 durch. In
dieser xenogenen Transplantation ersetzte van Meekeren den traumatischen Kalotten-
defekt eines Soldaten durch ein Transplantat vom Hund.[91]

Anfang des 19. Jahrhunderts berichtete von Walther, ein Bonner Chirurg, von der ersten
erfolgreichen autologen Knochentransplantation.[138]

Die Rekonstruktion von knochernen Defekten im Bereich der Mandibula begann An-
fang des 20. Jahrhunderts mit Transplantaten aus Tibia, Beckenkamm und Transposi-
tionen aus der Manibula selbst.[126; 137; 111] Clementschitsch beschrieb 1950 auch
einen transoralen Zugang bei atrophiertem Oberkiefer im Sinne einer Augmen-
tation.[29] In der Mitte der 1950er Jahre waren die Arbeit von Schmid, der eine Rekon-

struktion von Alveolarkammdefekten mit Beckenkammtransplantaten {iber einen
9
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intraoralen Zugang an beiden Kiefern beschrieb, sowie die Entwicklung einer

Operationsmethode fiir die Kieferkammaugmentation von Rehrmann wegweisend fiir
die Etablierung der Methode.[117; 109]

Das Problem der Resorption von Knochentransplantaten wurde von Davis et al. in zwei
Arbeiten 1970 und 1975 beschrieben.[35; 34] Davis beschrieb eine Resorptionsquote
von mehr als 50% in den ersten 1 72 postoperativen Jahren und bis zu 80% des Rippen-
transplantates nach 3 Jahren postoperativ. Auch transplantierter Beckenkamm zeigte in
den Untersuchungen von Fazili et al. eine starke Resorption.[48]

Dieser Problematik wurde durch verschiedene operationstechnische Modifikationen der
Kieferkammaugmentation begegnet. Buser et al. beschrieb 1996 den guten Erfolg der
Verwendung von Membranen in Kombination mit Knochentransplantaten.[23] Die
klinische Einfithrung von Implantaten hat durch den Stimulus auf den transplantierten
Knochen ebenfalls die Resorptionsquote positiv beeinflusst.[63] Parallel wurden
verschieden Studien zur Modifikation des Transplantates durchgefiihrt.[113; 123]
Tissue Engineering und die damit verbunden Moglichkeiten sowie das Prinzip der
Osteoinduktion wurden wesentlich durch die grundlegenden Arbeiten von Urist zur
Verbesserung der Therapie eingesetzt.[134] Terheyden zeigte durch seine Arbeit aus
den spiten 1990er Jahren die Mdglichkeiten und klinischen Einsatzgebiete des Tissue
Engineering auf. Zur Rekonstruktion der Mandibula wurden hier mit rekombinantem
BMP und rekombinantem humanem OP-1 vorbehandelte Knochentransplanate ver-
pflanzt.[128]

Dies und die Moglichkeiten der Beeinflussung von Transplantat und Transplantatlager
sind wichtige Parameter, die zur weiteren klinischen Verbesserung von Kieferkam-
maugmentationen im Speziellen und Knochentransplantationen im Allgemeinen

beitragen.

1.2 Knochengewebe

Neben Zahngewebe stellt Knochen das einzige mineralisierte Gewebe des Organismus

dar. Die besondere Zusammensetzung erlaubt dem Knochengewebe, auf die funktio-

10
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nellen Belastungen besonders zu reagieren und trotz der festen Struktur und Hérte

lebenslang zu einem bestidndigen Umbau fahig zu sein.

1.2.1 Chemie und Biochemie von Knochengewebe

Knochengewebe hat sowohl organische als auch anorganische Komponenten, wobei nur
die Verbindung und das Zusammenspiel dieser Komponenten ihm seine aullergewohn-
lichen Eigenschaften verleihen.

Der Mineralanteil besteht aus zumeist schwer 16slichen Kalziumsalzen, fast ausschlief3-
lich Kalziumphosphaten, deren Hauptmasse (> 90%) als nanokristallines Hydroxylapatit
(HA) vorliegt. Das biologische HA weist einige Abweichung gegeniiber der Theorie
auf, indem Metallionen wie z. B. Ba, Sr, Pb, Mg sowie K und Na das Ca im Kationen-
gitter teilweise ersetzen.[122] Die wasser- und mineralfreie organische Knochenmatrix
besteht im adulten Knochen zu iiber 90% aus dem Faserprotein Kollagen, zu 97% aus
Kollagen Typ I. Andere Kollagentypen wie Typ V sind mit einem Anteil von 3% vor-
handen. Kollagen Typ III ist an Stellen im Knochen zu finden, die bindegewebige An-
teile wie Sehnen- oder Bandinsertionen aufweisen.[76; 47]

Der restliche Anteil der Knochenmatrix besteht aus ,,nichtkollagener Matrix*. Zusam-
mengesetzt wird diese amorphe Knochengrundsubstanz aus Proteogylkanen, struktu-
rellen Glykoproteinen, Phosphoproteinen und verschiedenen Polypetiden als
Wachstumsfaktoren.[122]

Vor allem die Gruppe der Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (Growth and
Differentiation Factors, GDF) sind neben der besonderen Architektur des Knochenge-
webes fiir seine adaptiven Qualititen verantwortlich. Zu den Wachstumsfaktoren zdhlen
TGF-B, IGF, PDGF, OGP und andere, die insgesamt aber nur einen niedrigen Masse-
anteil an der Extrazelluldrmatrix ausmachen und natiirlicherweise nur sehr langsam und
in geringen Mengen freigesetzt werden.[10]

Von den Wachstumsfaktoren sind die Differenzierungsfaktoren wie BMP deutlich ab-
zugrenzen. Sie zeichnen sich dadurch aus, eine vollstdindige Knochenneubildung durch

Transformation von primér nicht osteogenen Zellen in Knorpel- und Knochenzellen
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auszulosen. Hier finden sich auch therapeutische Ansitze.

1.2.2 Aufbau des Lamellenknochens

Beziiglich seiner Makrostruktur 1dsst sich Knochen in die duflere kompakte Kortikalis
und die innere, schwammartig strukturierte Spongiosa differenzieren. Das Periost, eine
diinne, aber feste und fibrose Membran, bedeckt alle Oberflachen der Kortikalis und der
Spongiosa aufler den Gelenkfldchen und muskulotendindsen Insertionen.

Mikroskopisch sind die schichtweise angeordneten Kollagenfibrillen, die in duflere und
innere General- oder Grundlamellen, Speziallamellen und Schaltlamellen unterteilt sind,
charakteristisch fiir den Aufbau des Lamellenknochens. Hauptbestandteile sind die
Osteone (Lange: 2,5 bis 1 cm; Durchmesser: 50 um), welche aus aus einem zentral ge-
legenen Haverschen Kanal mit Gefdflen und Speziallamellen, die ringférmig um den
Haverschen Kanal liegen, bestehen. Zwischen einzelnen Lamellen liegen Lakunen mit
Osteozyten, von denen kleine, mit dem Haverschen Kanal in Verbindung stehende
Canaliculi abgehen. Die Lamellenreste élterer abgebauter Osteone werden als Schalt-
lamellen bezeichnet und liegen zwischen den Osteonen. Dort finden sich keine Blut-

gefiaBBe. Die querverlaufenden Volkmannschen Kanéle enthalten Gefid3e und verbinden

das GefiBBsystem der Haverschen Kanidle untereinander und mit den

Periostgefdflen.[103; 87]

(ungefarbter Knochenschnitt, Vergroferung: 200fach). Aus [133]

Abbildung 1: Osteon mit angrenzenden Schaltlamellen
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1.3 Prinzip der Knochenbildung

Die Bildung von Knochengewebe im Rahmen des Wachstums, nach Frakturen und bei
pathologischer Verkndcherung ldsst sich grundsétzlich in zwei Formen unterscheiden:

eine direkte, desmale und eine indirekte, chondrale Osteogenese.

1.3.1 Desmale Osteogenese

Bei der desmalen Osteogenese entsteht Knochen direkt aus embryonalem Bindegewebe,
dem Mesenchym. Die Mesenchymzellen verdichten sich inselartig, und Knochen ent-
steht unter Umgehung des Knorpelstadiums.[107] Die Differenzierung zu Osteoblasten
und die Produktion und anschlieende Mineralisierung der Knochengrundsubstanz zu
Osteoid fiihrt zu sich anlagernden Knochenschichten und die weitere Differenzierung
der Osteoblasten zu ruhenden Osteozyten.

Vor allem im Rahmen der Frakturheilung spielt diese Form der Osteogenese eine wich-
tige Rolle. Hier darf allerdings der zu iiberbriickende Spalt zwischen den Frakturenden
nicht breiter als 200 um sein.[114] Kleine kortikale Defekte unterhalb einer kritischen
GroBe werden ebenfalls auf diese Weise konsolidiert.[71; 120]

1.3.2 Chondrale Osteogenese

Die ortsnahen mesenchymalen Stammzellen werden chemotaktisch angezogen und be-
ginnen im Rahmen des Differenzierungsprozesses mit der Proliferation. Nach einer
Zeitspanne von flinf bis sieben Tagen lassen sich Chondrozyten in Knorpelformationen
beobachten und reagieren nachfolgend mit reaktiver Hypertrophie und Mineralisation.
Diese zunichst knorpeligen Skelettanteile werden als Primordialskelett bezeichnet. Es
entsteht aus Proteogylkanen, Gylkoproteinen und Kollagen Typ I bestehendem Osteoid.
Die Kalzifizierung erfolgt durch Ausfillung von Kalzium-Phosphat und der Um-
lagerung zu Hydroxylapatitkristallen. Je nach Anlagerungsart wird die enchondrale Os-
sifikation, bei der die Verknocherung von innen ausgeht und die perichondrale Ossifi-

kation mit einer ringférmigen Anlagerung im Sinne einer Knochenmanschette unter-
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schieden.[20; 45]
Nach etwa 28 Tagen ist die enchondrale Knochenbildung abgeschlossen. Diese Form
der Ossifikation ist vor allem bei der sekunddren Knochenheilung zu finden, bei der ein

Defekt mittels eines Knorpelkallus iiberbriickt wird.[106]
1.3.3 Remodeling

Sowohl bei der desmalen wie auch bei der chondralen Form der Knochenbildung ent-
steht zundchst Geflechtknochen. Die Kollagenfibrillen des Geflechtknochens sind noch
ungeordnet. Der Knochen hat insgesamt eine grofle Wachstumspotenz bei geringer me-
chanischer Stabilitdt. In der frithen Phase der Knochenbildung, bei der primaren Spalt-
heilung und der sekundiren Frakturheilung ist vor allem Geflechtknochen zu finden. Im
Rahmen der Umbauvorginge wird der minderwertige Geflechtknochen von
Osteoklasten sukzessive abgebaut und durch Lamellenknochen ersetzt. Es bilden sich
von Osteoblasten ausgekleidete Haversche Kanéle, die weiterhin neue Grundsubstanz
bilden und durch die Anlagerung weiterer Schichten ein Osteon, ein System aus etwa
vier bis zwanzig mineralisierten Knochenlamellen, um einen Haverschen Kanal herum
bilden. Der neu entstandene Lamellenknochen weist eine hohere mechanische Stabilitét
auf und kann den funktionellen Belastungen weitaus besser standhalten. Dieser Prozess
des Umbaus von Geflecht- zu Lamellenknochen wird als Remodeling bezeichnet und

kann bis zu sechs Monate oder mehrere Jahre nach initialer Frakturheilung anhalten.

1.3.4 Osteogenitit

Der Begriff Osteogenitit beschreibt die Fahigkeit eines Materials, in Abwesenheit un-
differenzierter Zellen Knochen zu produzieren. Die Anwesenheit vitaler, bereits
differenzierter Osteoblasten oder Osteoprogenitorzellen als deren direkte Vorlaufer ist
hierfiir erforderlich. Diese Zellen konnen aus den vorhandenen Bausteinen direkt
kndcherne Strukturen bilden. Eine osteogene Aktivitét in diesem Sinne hat lediglich das

frische, vitale, autogene Knochentransplantat.
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1.3.5 Osteoinduktion

Unter Osteoinduktion wird die Eigenschaft eines Materials verstanden, undifferenzierte
mesenchymale Stammzellen chemotaktisch anzuziehen und diese dann am Einsatzort
zur Proliferation und osteoblastiren Differenzierung zu stimulieren. Fiir diesen Prozess
sind osteoinduktive Proteine wie Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), Transforming
Growth Factor-f (TGF-B) und Insulin-like Growth Factor (IGF) von endscheidender
Bedeutung. Neben frischen, vitalen, autologen Knochentransplantaten sind die meisten
allogenen Knochenersatzmaterialien osteoinduktiv. Voraussetzung ist allerdings die
Demineralisierung der extrazelluliren Matrix, um die in der Matrix befindlichen

morpho- und mitogenen Proteine freizulegen und damit diffusibel zu machen.[61]

1.3.6 Osteokonduktion

Osteokonduktion bezeichnet Materialeigenschaften, die eine reizlose Inkorporation als
Fiill- oder Augmentationsmaterial ermoglichen. Entlang der eingebrachten Materialien
wachsen Osteoblasten ein und fiihren schlielich zu einem Ersatz der Leitschienen
durch neu gebildeten Knochen. Das eingebrachte Material wird schleichend resorbiert.
Voraussetzungen fiir die Osteokonduktive Potenz eines Materials sind geeignete Ober-

flachenstrukturen, Biokompatibilitét, Porositit und geeignete chemische Faktoren.

Weitere Prinzipien der Behandlung kndcherner Defekte sind die Kallusdistraktion und

die geleitete Knochenregeneration, Guided Bone Regeneration (GBR).

1.3.7 Guided Bone Regeneration (GBR)

Das Konzept der gerichteten Knochenregeneration (Guided Bone Regeneration, GBR)
beschreibt eine Modifikation des Transplantatlagers. Damit soll das Einwachsen von
wenig differenzierten Zellen und aktivierten Osteoprogenitorzellen in Defekte kritischer
GroBe und die damit einhergehende Auffiillung des Defektes mit Granulationsgewebe
verhindert werden. Die kndcherne Konsolidierung unterbleibt in diesen Féllen. Mit der

Hilfe von zellundurchldssigen Membranen ldsst sich dieses Phdnomen verhindern und
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der Knochendefekt wird durch direkte Ossifikation mit Geflechtknochen gefiillt.[18; 15;

96]

Fiir die GBR stehen resorbierbare und nicht resorbierbare Membranen zur Verfligung.
Nicht resorbierbare Membranen wie die e-PTFE-Membran weisen den Vorteil der
hoheren mechanischen Stabilitdt neben dem nachteiligen zweiten chirurgischen Eingriff
zur Membranentfernung auf. Zu den resorbierbaren Membranen zdhlt beispielsweise
die kollagene Bio-Gide®-Membran, die im Gegensatz zu den nicht resorbierbaren
Membranen eine geringere mechanische Stabilitdt aufweist.[62; 100]

Klinischen kommen Membranen zur Modifikation des Transplantatlagers vor allem im

Rahmen der Oralchirurgie zum Einsatz.[32; 31; 73; 115]

1.4 Knochenersatzmaterialien

Als Knochenersatzmaterialien (KEM) werden im Allgemeinen Implantatmaterialien
verstanden, die den korpereigenen Knochen nur voriibergehend ersetzen, die
Knochenneubildung stimulieren und sich im Verlauf der Knochenregeneration nach und
nach auflésen.[75] Die Biokompatibilitit, die Fahigkeit zur Zelladhdrenz, die
Platzhalterfunktion und die Fahigkeit zur Integration in das Wirtsgewebe sind
charakteristische Fahigkeiten von KEM.

Analog zur Nomenklatur der Transplantationen lassen sich auch KEM nach ihrer Her-
kunft in autologe, allogene, xenogene und alloplastische Materialien klassifizieren, wie

Tabelle 2 verdeutlicht.

Tabelle 2: Klassifikation der Knochenersatzmaterialien (KEM)

autolog autologer Knochen

allogen Demineralisierte Knochenmatrix (DBM, Grafton), Knochen-
matrixgelantine, AAA-Knochen

xenogen Bio-Oss®

alloplastisch Hydroxylapatite, vollsynthetische Materialien

Allgemein ldsst sich sagen, dass die erfolgreiche Verwendung von KEM von vielen

Faktoren abhingig ist. Neben der Qualitit des Transplantatlagers und der Art des
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Transplantates beeinflussen die lokal vorherrschenden mechanischen Beanspruchungen

an das Transplantat auch den Grad der Ausprigung des osteokonduktiven und
osteoinduktiven Potentials.[9]

Da in der vorliegenden Arbeit neben autologen Knochentransplantaten lediglich Bio-
Oss® zur Augmentation verwendet wurde, soll nur auf die KEM xenogener Herkunft

ndher eingegangen werden.

1.4.1 Knochenersatzmaterialien xenogener Herkunft

Zu den klinisch wichtigsten KEM xenogener Herkunft gehdrt Bio-Oss®. Dabei handelt
es sich um ein aus Rinderspongiosa produziertes Hydroxylapatit, welches durch ther-
mische und chemische Behandlung (Protolyse) von allen organischen Bestandteilen be-
freit wurde, wobei die urspriingliche Mineralstruktur weitgehend erhalten bleibt.[94]
Die Porengrofe variiert um mehrere hundert um. Die Spongiosa dhnelt in Makro- und
Mirkostruktur mit einer spezifischen Oberfliche von ca. 80 m?*/g der des Menschen.
Bio-Oss® wird als nicht resorbierbar klassifiziert und bleibt nach der Implantation form-
stabil. Es zeigt eine osteokonduktive Wirkungsweise.[116]

Auch zeigt Bio-Oss® in experimentellen Untersuchungen zur Reaktivitit des umgeben-
den Gewebes und im Bezug auf den Grad der Osseointegration verschiedener in der

kraniofazialen Chirurgie verwendeten KEM signifikant bessere Ergebnisse.[70]

Ein xenogenes KEM mit osteoinduktivem Protential stellt COLLOSS® dar. Hierbei

handelt es sich um ein Knochenextrakt vom Rind, das neben Kollagen noch andere

Proteine wie Wachstumsfaktoren und BMPs enthilt.[96]

1.5 Autologer Knochen zur Defektdeckung

Das autogene Knochentransplantat stellt durch seine osteogene, osteoinduktive und
osteokonduktive Potenz nach wie vor den Goldstandard bei der Rekonstruktion
kndcherner Defekte dar und ist hier anderen Materialien weit iiberlegen.[78]

Nachteilig sind die zusétzliche Knochenentnahme mit einer erhohten Entnahme-
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morbiditdt und verldngerte Operationszeiten. Auch kann das autologe Knochentrans-

plantat meist erst nach regulativen Umbauvorgingen den biomechanischen An-
forderungen der Defektregion gerecht werden.[110]

Autogene Knochentransplantate konnen in verschiedenen Variationen anhand der
morphologischen Organisationsstruktur transplantiert werden. Die Einheilung und
Umbauvorgédnge erfolgen bei Spongiosatransplantationen auf Grund der lockeren
Struktur und der damit verbundenen hohen Revaskularisierungsgeschwindigkeit im
Vergleich am schnellsten. Dabei ist die Vaskularisierung der Spongiosa um den Faktor
zehn, die Umbaurate spongidser Transplantate um den Faktor drei grof3er als vergleich-
bare Vorginge in autologen Kortikalistranspantaten.[112]

Reine Kortikalistransplantate sind in Regionen erhohter physikalischer Belastung
moglich, aber auf Grund der schlechteren Vaskularisation und der geringeren osteo-
genen Potenz ist hier die Einheilung im Vergleich zum Spongiosatransplantat erschwert.
Die Vorteile der Spongiosatransplantate, verbunden mit einer erhhten mechanischen
Stabilitét, vereint das kombinierte Kortikalis-Spongiosa-Transplantat.

Klinisch kommen autologer Knochen als freie, nicht vaskularisierte Transplantate und
vaskularisierte freie und gestielte Transplantate zum Einsatz.

Im frei transplantierten Knochen sind meist auf Grund der Ischdmie die Mehrheit der
zelluldren Elemente zugrunde gegangen. Lediglich die mesenchymalen Stammzellen
des Knochenmarks (Bone Marrow Stem Cells, BMSC) sind gegeniiber den
ischdmischen Bedingungen im Transplantat am widerstandsfahigsten und sind auch fiir

den erfolgreichen Einbau des autologen Knochens in das Transplantatlager verantwort-
lich.[9]

1.6  Unterkieferaugmentation mit autogenem, Kkortikospongiosem

Beckenkammtransplantat

Erste Beckenkammtransplantate wurden von Lexer im Rahmen der Behandlung von
Gesichtsschadeldefekten im 1. Weltkrieg verwendet.[82]

Gerade im Bezug auf die priprothetische Chirurgie spielt die Augmentation der Kiefer

18



EINLEITUNG
eine zunehmend wichtigere Rolle. Autogene freie Knochentransplantate gelten heute

allgemein als Goldstandard.[9; 78]

1.6.1 Operationstechnik

Die Operation sollte als minimalinvasive Technik mit geringer Morbiditét erfolgen, um
eine hohe und langzeitstabile Erfolgsquote des Kieferkammautbaus zu sichern.
Das Beckenkammtransplantat wird aus der inneren Fldche des Beckens kranial der
Spina iliaca anterior superior mit Hilfe einer oszillierenden Sidge und Meifleln
entnommen. Die Entnahme verschieden grofler Knochenstreifen je nach zu deckendem
Defekt reduziert die extrakorporale Manipulation sowie die Gesamtoperationszeit und
etwaige Komplikationen. Bis jetzt liegen Erfahrungen bis zu einer Grdfle des
Knochentransplantates von 14 x 6 cm vor.[148]

Die entstandenen Entnahmedefekte werden zur postoperativen Blutungsprophylaxe mit
Knochenwachs verschlossen, und es wird ein Thrombin-getrinktes Kollagen-
hdmostyptikum eingelegt. Im Allgemeinen konnen die Patienten bei gutem Befinden
die Klinik nach einer Nacht verlassen.

Bei der Transplantation des entnommenen monokortikalen Knochenstreifens ist vor
allem auf eine ausreichende Abdeckung mit Weichgewebe zu achten. Um dies zu
gewdhrleisten stehen fiir die absolute Kieferkammaugmentation mittels freiem Becken-
kammtransplantat mit der muko-muskuldr-periostalen Lappenpriaparation (MMP-Flap)
und der Tunneltechnik zwei Verfahren zur Verfiigung, die eine hohe Verldsslichkeit der

Weichgewebsabdeckung sicherstellen.[148]

1.6.2 Komplikationen nach Beckenkammaugmentation

Probleme, die nach einer Augmentation mit autogenem Knochen aus dem Beckenkamm
auftreten konnen, betreffen zum FEinen die Entnahmestelle. In einer groflen retro-
spektiven Studie von Wippermann et al. wurden knapp 1200 Kasuistiken untersucht.
Dabei ergab sich eine operative Revisionsquote von 2,8 %. In 19,6 % traten post-
operative Komplikationen wie Himatome auf. 55 % der Patienten klagten auch iiber

anhaltende Beschwerden wie Sensibilititsstorungen oder Belastungsschmerzen.[141]
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Weiterhin problematisch ist in diesem Zusammenhang die Resorptionsquote der

Knochentransplantate. Vor allem die unvorhersehbare Resorption und der strukturelle
Kollaps im Rahmen von Remodelling-Vorgéngen sind ein vorrangiges Problem.[1; 2]
Nicht fixierte Knochentransplantate konnen im ersten Jahr nach Transplantation einen
Volumenverlust von bis zu siebzig Prozent aufweisen.[105; 85]

Verhoven et al. berichtet von einer signifikanten Resorption im ersten Jahr nach Trans-
plantation und einer weitergehenden Resorption in den Folgejahren.[136]
Kortikaler Knochen kann bis zu 33 % seiner Festigkeit verlieren und sich iiber einen
sechs bis achtzehn monatigen Zeitraum in der Remodelling-Phase befinden.[46]

Vor allem durch die Entwicklung des verwendeten Beckenkamms als enchondraler

Knochen finden sich héhere Resorptionsquoten als bei membrandsem Knochen wie

beispielsweise der Kalotte.[121; 147; 67]

1.7  Antikorper

1.7.1 Bone Morphogenetic Protein (BMP)

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) sind seit den Untersuchungen zur Knochenneu-
bildung von Urist in den 1960er Jahren bekannt und gehoren zu den osetoinduktiven

Faktoren.[134]

Bone resorption Bone formation

Bene BMP, TGFB, IGF,
FGF, PDGF, VEGF, WNT

'\ ! — T~ /
4 . New
Osteoclast Csteodlast|  pone
aus [84]

Abbildung 2: Rolle der Osteoblasten und Osteoklasten bei Remodelling
Vorgingen des Knochens
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Osteoinduktive Faktoren sind deutlich von Wachstumsfaktoren abzugrenzen. Sie zeich-

nen sich dadurch aus, dass sie in der Lage sind, eine vollstandige Knochenneubildung
durch Transformation von primér nicht osteogenen Zellen in Knorpel- und Knochenge-
webe auszuldsen.

BMPs sind auf Grund ihrer genetischen Struktur ein Bestandteil des Transforming
Growth Factor - 3 Signalweges und bilden eine eigenstindige Untergruppe mit siebzehn
verschiedenen Faktoren in der TGF-§ Superfamilie. BMP hat wichtige Funktionen wéh-
rend der Embryogenese in Rahmen der Entwicklung des Knorpelgeriistes und bei der
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu Chondrozyten und Osteoblasten. [61]
Neben BMP stimulieren Insulin Like Growth Factor (IGF), Fibroblast Growth Factor
(FGF), Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) und Vascular Endothelial Growth

Factor die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten.[84]

Auch im Bezug auf die Fraktur- und Defektheilung spielen BMPs eine entscheidende
Rolle. Die Arbeit von Bostrom zeigt das Potential der BMPs, Stammzellen zu rekru-
tieren und als chondrozytire und osteoblastire Zellen zu differenzieren.[14]

Hierbei wurde das Verteilungsmuster von BMP - 2 und - 4 in der Phase der Frakturhei-
lung untersucht. So zeigen sowohl Zellen in der Nihe des Frakturspaltes wie auch die
den neugebildeten Knochen umgebenden Osteoblasten ein positives immunhistochemi-
sches Signal. Eine Reihe von weiteren in-vitro Experimenten konnte die Bedeutung der
BMPs im Rahmen der Frakturheilung unterstreichen. So regt rekombinantes BMP-2
Osteoblasten zur Proliferation an, stimuliert die Synthese von Kollagen und
Osteocalcin, veranlast durch Chemotaxis Osteoblasten zur Migration und steigert die

Expression von weiteren BMPs und extrazelluldren Matrixproteinen. [145]

Préklinisch konnte in tier- und humanexperimentellen Studien die osteoinduktive Po-
tenz von BMP gezeigt werden.[17; 53; 12; 13] Die histologischen Untersuchungen des
durch BMP induzierten Knochens zeigte Remodelling- und Integrationsprozesse mit
dem umgebenden Knochengewebe dquivalent der physiologischen Prozesse. Dies
konnte auch im Rahmen der Anwendung im kieferchirurgischen Spektrum gezeigt
werden.[17; 142; 64]

Auch die Alveolarkammaugmentationsverfahren profitieren vom Einsatz rekombinan-
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ten BMP-2.[16; 140] Besonders die Subgruppe der BMP-2 sind als endogener Mediator

im Rahmen der Fraktur- und Knochendefektheilung unerlédsslich und eine notwendige

Komponente der Signalkaskade.[130]

Der klinische Einsatz von BMP-2 im Rahmen der Frakturheilung wurde in einer Phase-
II-Studie bei offenen Tibiaschaftfrakturen erprobt. Die Anwendung von BMP-2 direkt
in der Fraktur erfolgt mittels ,,Dibotermin a*, einem Implantations-Kit mit humanem,
rekombinantem BMP-2 und einer Matrix aus Rinderkollagen als Tragermaterial. In der
prospektiv, kontrolliert und randomisierten Studie mit 450 Patienten (BESTT) zeigte
sich eine Signifikanz im Bezug auf die Geschwindigkeit der Heilung der Tibiafraktur
als auch auf die geringere Rate an revidierenden Eingriffen zur Férderung der Fraktur-
heilung. Bei der Implantation von ,,Dibotermin a* traten zudem weniger Infektionen

auf.[59]

1.7.2  Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

VEGF gehort zur Gruppe der Zytokine. Hierbei handelt es sich um eine heterogene
Gruppe l6slicher Proteine und Peptide, die als Mittel der interzelluldiren Kommunikation
von verschiedensten Zellarten gebildet werden. Die Aktivitdt der Zielzellen wird ko-
ordiniert, indem Zytokine an spezifische hochaffine Rezeptoren binden und somit durch

Reaktionskaskaden zellspezifische Aktionen auslosen.[65]

Das Zytokin VEGF wurde Anfang der 1980er Jahre durch Untersuchungen von Senger
zuerst als ein Protein beschrieben, welches die Gefalpermabilitét in der Haut von Meer-
schweinchen steigert. Das Protein erhielt auf Grund dieser Eigenschaft den Namen
VPF, vascular permeability factor.[119]

Weitere Arbeiten berichteten iiber die Reinigung und Sequenzierung eines endothelspe-
zifischen Mitogens mit dem Namen VEGF und die Tatsache, dass es sich bei VPF und
VEGF um das gleiche Molekiil handelt.[52; 81]

VEGEF spielt sowohl im Rahmen der Embryogenese als kardio-vaskuldarer Wachstums-
faktor als auch im adulten Organismus eine wichtige Rolle.[25; 49] Durch VEGF wird

die Angiogenese induziert, die Endothelzellen zur Proliferation angeregt und Apoptose
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inhibiert. Durch die Stimulation der NO-Synthetase in Endothelzellen fithrt VEGF

dariiber hinaus zur Vasodilatation.[143; 50]
Die pathologische Expression von VEGF in Tumoren wird als Grund fiir die vermehrte
GefdBbildung und damit die notwendige Durchblutung zur Entwicklung von Tumoren

gesehen.[51]

Die Bedeutung von VEGF wihrend Ossifiktationsprozessen war Gegenstand einer
Reihe wissenschaftlicher Arbeiten. Grundsitzlich konnte die Bedeutung von VEGF be-
ziiglich der chemotaktischen Migration von humanen Osteozyten und der Maturation
von neu entstandenem Kallus gezeigt werden.[90; 124]

VEGEF scheint als Wachstumsfaktor der Angiogenese besonders in den frithen Stadien
der Knochenbildung und —heilung wichtig zu sein und nicht nur im Knochen die Angio-

genese, sondern auch den Knochenersatz und den Knochenumsatz zu fordern.[101]

1.7.3 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptoren

Kurz nach der Entdeckung von VEGF wurden auch dessen Rezeptoren identifi-
ziert.[135]

Die Rezeptoren besitzen sieben immunglobulinartige Doménen im extrazelluldren An-
teil und sind durch einen intrazelluldren Tyrosinkinase-spaltenden Anteil als Unter-
gruppe der Tyrosinkinase-Rezeptoren charakterisiert.[36; 128; 54] Zu der Gruppe der
VEGF-Rezeptoren gehoren drei Rezeptoren, von denen VEGFR-1 und VEGFR-2 im
Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht wurden. VEGFR-3 wird nur in Lymphgefa3en
exprimiert und bindet spezielle VEGF Isoformen.[72]

1.7.3.1 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor 1 (VEGFR-1)

Vorwiegend wird der VEGF-Rezeptor 1, auch Flt-1 genannt, auf Endothelzellen ex-
primiert. Des Weiteren zeigen Trophoblastenzellen, Monozyten und renale
Mesangiumszellen Expression von VEGFR-1.[37; 28; 127; §]

Im Rahmen der Knochenheilung kommt der Rezeptor weiterhin auf Osteoprogenitor-
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zellen und Osteoblasten vor.[38; 132]

1.7.3.2 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor 2 (VEGFR-2)

Der VEGF-Rezeptor 2, auch Flk-1 genannt, wird ebenfalls vor allem auf Endothelzellen
gefunden.[128] Eine Expression des Rezeptors zeigt sich noch auf hdmatopoetischen
Stammzellen, Megakaryozyten, retinalen Vorlduferzellen und Tumorzellen, wie bei-
spielsweise beim Malignen Melanom.[58; 74; 144]

Besonders VEGFR-2 scheint fiir die Induktion der Endothelzellproliferation wichtig zu
sein, wie durch VEGF-Mutanten, die selektiv entweder an VEGFR-1 oder VEGFR-2
binden, gezeigt werden konnte.[77]

Im Gegensatz zu VEGFR-1 wird VEGFR-2 bei Ossifikationsprozessen lediglich in En-
dothelzellen und nicht auf Osteoblasten exprimiert.[132]

1.7.4 Von-Willebrand-Faktor (VWF)

Der von-Willebrand-Faktor (VWF) spielt als multimeres Glykoprotein eine wichtige
Rolle in der primdren Hamostase. Entsteht ein vaskuldrer Defekt, so dient der vWF als
molekulare Briicke zwischen den Thrombozyten und dem Subendothelium und fiihrt
somit zur Bildung einer Thrombozytenaggregation und in der Folge zur Einddmmung
der Blutung.[39]

Die Adhidsion von subendothelial gelegenem vWF mit unstimulierten Thrombozyten
wird durch GPIb und GPIIb/II1a, spezifische Glykoproteine der Thrombozytenmembran
vermittelt.[118]

Auch hdmodynamischer Scherstress fiihrt zur Aktivierung von Thrombozyten. Ligand
der entstehenden Thrombozytenaggregationen ist Fibrinogen, oder bei hoherem Scher-
stress VWF.[92]

Des Weiteren transportiert und stabilisiert vVWF den Faktor VIII im Plasma. Wahr-
scheinlich schiitzt der vVWF den Faktor VIII vor proteolytischem Abbau oder er modu-
liert die protelytische Aktivierung des Faktor VII.[11]

Synthetisiert wird der vWF ausschlieBlich in Endothelzellen und gilt damit als pro-
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gnostischer Marker fiir endotheliale Dysfunktionen. In der Literatur ist die Rolle des

vWF als Marker der Endothelidentifikation und endothelialen Dysfunktion weithin be-
legt. [83; 86; 27]

1.7.5 Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein farbloses und in Wasser nur wenig ldsliches Gas, das
seit den Arbeiten von Arnold et al. in den 1970er Jahren nicht wie lange angenommen
als Zellgift, sondern als spezifischer Aktivator der loslichen Guanylatcyclase Bedeutung
erlangte.[5]

Aufgrund seiner gefdflrelaxierenden Wirkung schon linger bekannt und auch in Nitro-
verbindungen therapeutisch genutzt war der Endothelium Derived Relaxing Factor
(EDRF). Dass EDRF mit NO identisch ist, konnte in den 1980er Jahren gezeigt werden.
Damit wurde erstmals eine niedermolekulare und dariiber hinaus gasférmige Substanz
gefunden, die eine hormonéhnliche Wirkung ausiibt.[56; 102; 66]

Die Bedeutung von NO fiir eine Vielzahl von physiologischen Prozessen wie der Re-
gulation des GefdBtonus, der unspezifischen Immunabwehr oder der Funktion von Neu-
ronen in peripheren und zentralen Abschnitten des Nervensystems konnte in zahlreichen
Arbeiten ermittelt werden.[93]

In Bezug auf den Knochenmetabolismus wird NO mit der Inhibition von Osteoklasten
und der Stimulation der Osteogenese in Verbindung gebracht.[24]

Des Weiteren kann NO seine Wirkung neben dem NO / cGMP-Weg auch direkt oder
nach Reaktion mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und der Bildung von Peroxynitrit
entfalten.[60] ROS sind in die Regulation von Osteoklasten und Osteoblasten einbe-
zogen.[108]

1.7.5.1 Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS)

NO wird im Korper von Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) durch eine NADPH-ab-
hingige Oxidation der Guanidino-Stickstoffgruppe des L-Arginin mit Hilfe von mole-

kularem Sauerstoff synthetisiert.[88; 19] NO wird den drei verschiedenen Isoformen
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eNOS auch NOS III, iNOS auch NOS II und nNOS auch NOS I produziert.

Die Darstellung der verschiedenen Isoformen mit Hilfe der Immunhistochemie ist eine
etablierte Methode in der molekularen Zellbiologie. [26] In dieser Arbeit finden Anti-
korper gegen eNOS und iNOS Verwendung.

1.7.5.1 Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)

Vermehrte Expression von endothelialer NOS wird vor allem in den kortikalen Blutge-
faBen und Osteozyten im Rahmen der frithen Frakturheilung beobachtet.[30] In Unter-
suchungen zur Osteoklasten vermittelten Knochenresorption des Alveolarkamms findet
sich ebenfalls eine starke Expression von eNOS in Osteoklasten, was fiir die Bedeutung

von NO im Rahmen der Regulation der Osteoklasten spricht.[79]

1.7.5.2 Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)

Induzierbare NOS wird vor allem in der spéteren Phase der Frakturheilung in enostalen
Osteoblasten und Chondroblasten exprimiert.[30]

Die Expression von iNOS erhoht sich in Féllen inflammatorischer Erkrankungen des
Knochens.[4] Auch eine Bedeutung in der Regulation der Frakturheilung wurde be-

schrieben.[40]

1.8  Zielsetzung der Arbeit

Auf Grund der unvorhersehbaren und nicht steuerbaren Atrophie nach der Trans-
plantation von autologem Knochen sollen Mechanismen, welche die Resorption beein-

flussen, in dieser Arbeit auf zelluldrer Ebene, immunhistochemisch untersucht werden.

Hierbei wird der Schwerpunkt nicht auf der Untersuchung des Knochentransplantates
selbst, sondern des kndchernen Transplantatlagers liegen. Dies ist in vergangenen Un-
tersuchungen bisher wenig beachtet worden.[110]

Die unterschiedlichen Konditionierungen des Transplantatlagers und die damit einher-
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gehenden Verdnderungen der Knochenumbauvorginge werden in dieser Arbeit néher

untersucht.

Bei allen Knochenneubildungs- und —umbauprozessen, wie sie etwa bei der Fraktur-

heilung aber auch bei Knochenerkrankungen auftreten, kommt es zu einer Anderung

des physiologischen Gleichgewichtes zwischen Proliferation und Apoptose im Kno-

chen. Hierzu soll Folgendes néher untersucht werden:

1.

Die Rolle von BMP als Wachstumsfaktor und Osteoinduktor, um

Verdnderungen des physiologischen Gleichgewichtes in Knochen darzustellen.

VEGF als Proliferationsfaktor der Angiogenese und seinen FEinfluss auf
Revaskularisierungsprozesse und damit die erfolgreiche FEinheilung des
Knochentransplantates. Dariiberhinaus soll die Bedeutung von VEGF fiir den

Knochenersatz sowie den Knochenumbau herausgestellt werden.

. Die  VEGF Rezeptor-Isoformen @ VEGFR-1 und VEGFR-2 als

Endothelzellmarker, um Revaskularisierungsprozesse im Rahmen der

Knochenheilung zu verdeutlichen.

Die Rolle des von-Willebrand-Faktors ebenfalls als Marker des Endothels, um

Angiogenesevorginge herauszustellen.

Stickstoffmonoxidsynthetase (NOS) als weiteres Signalmolekiil der Aniogenese
in seinen Isoformen eNOS und iNOS sowie deren Bedeutung fiir das

Knochenwachstum als Regulatoren der Osteogenese.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Bedeutung der einzelnen untersuchten Molekiile fiir

die Steuerung der Knochenentwicklung und -regeneration in Abhéingigkeit der

jeweiligen Konditionierungen des Transplantatlagers mit besonderem Augenmerk auf

Vaskularisationsprozesse in den folgenden Kapiteln dargestellt.
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2.1

2.1.1

Material und Methoden

Material
Gerite
Absaugpumpe
Laborwaage
Tischzentrifuge
Lichtmikroskop
Digitalkamera
pH-Meter
Pipetten

Pipettierhilfe (accu-jet”)

Verbrauchsmittel
Magnetriihrstabchen
Filterpapier
Objekttrager Glas (Elka)
Deckglaser

Fettstift (Pap Pen)

Plastikschilchen

Hartenstein

Kern KB

Labnet

Leica — Leitz DM RBE/RD
Olympus - Camedia C - 4040 Zoom
inoLab

Eppendorf

Hartenstein

Hartenstein

Schleicher & Schuell (Hartenstein)
Assistent (Hartenstein)
Hartenstein

G. Kisker

Hartenstein
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Loffel

Glasgefille

Einmalpipetten aus Plastik, 10 ml
(Cellstar™)

Pasteurpipetten aus Glas

Einmal-Pasteurpipetten aus PE, 3 ml

Verschlussfolie (Parafilm®)

Chemikalien
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Destilliertes Wasser (Aqua dest.)
Kochsalz (NaCl)

Salzsdure (HCI)

Diaminobenzidin (DAB)
Dinatrium-Hydrogenphosphat-Dihydrat
Natrium-Dihydrogenphosphat-Monohydrat
Ammoniumchlorid

Nickel-11-Sulfat

B-D-Glukose

Glukose-Oxidase

29

Hartenstein
Hartenstein

Greiner

Brand
Hartenstein

Amer. National Can (Hartenstein)

Merck

Uni Wiirzburg
Roth

Riedel-de Haén
Sigma

Roth

Noras

Merck

Merck

Merck

Sigma
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Xylol

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

Methanol

Triton X-100

Rinderalbumin (BSA)
Horseradish-Peroxidasekomplex

Enthelan

2.1.3.1 Ansatz von 0,05 M TBS, pH 7,6

Roth

SAP

Merck

J. T. Baker

Schwarz/Mann Biotech

PAA Laboratories

GE Healthcare UK Limited

Merck

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

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

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

Der PB wird fiir die Entwicklung mit DAB benoétigt. Es werden 14,4 g/l Dinatrium-Hy-
drogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO4 x 2 H,0O) und 2,6 g/l Natrium-Dihydro-

genphosphat-Monohydrat (NaH,PO4 x H,O) zusammengegeben und ein pH-Wert von

7,4 eingestellt.
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2.1.3.3 Ansatz der DAB-L6sung

Ansatz der Substanzen fiir die Diaminobenzidin (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 PB (pH 7,4) werden 150 ul DAB-L6sung (= 7,5 mg), 150 ul NH4Cl (= 6
mg), 300 ul NiSO4 (= 0,05 M), 300 pl 10% Glukose sowie 50 pl Glukose-Oxidase ge-

16st. Da die Losung anschlieBend triib wird, muss sie filtriert werden.

2.1.4 Antikorper

ECL Streptavidin biotylated Horseradish Peroxidase complex, Amersham Biosciences

Europe GmbH, Freiburg

Biotinylated Goat Anti-Rabbit Immunglobulins Code No. E 0432, DakoCytomation,

Glostrup, Denmark

Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunglobulins/Biotinylated Code No. E 0433,
DakoCytomation, Glostrup, Denmark

VEGFR-1 (N-term) Rabbit Monoclonal Antibody, Clone ID: Y-103, No. C04309,
Epitomics Inc., Burlingame, CA, USA
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Rabbit anti-Human Flk-1 Receptor Tyrosine Kinase (KDR, VEGFR2), No. F4565-09,
United States Biological, Swampscott, MA, USA

Rabbit ant-Human Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), No. V2110-13B,
United States Biological, Swampscott, MA, USA

Monoclonal Anti-human Pro-BMP-2 Antibody, No. MAB2260, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

Polyclonal Rabbit Anti-Human Von Willebrand Factor, Code-No. A 0082,
DakoCytomation, Glostrup, Denmark

Anti-iINOS, Inducible Nitric Oxide Synthase, rabbit polyclonal antibody, No. SA-200,
BIOMOL International, Hamburg

Anti-eNOS, Endothelial Nitric Oxid Synthase, rabbit polyclonal antibody, No. SA-201,
BIOMOL International, Hamburg

2.2  Methoden

2.2.1 Vorarbeiten
2.2.1.1 Tierexperimentelle Untersuchungen im Schafmodell

Die immunhistochemischen Untersuchungen dieser Arbeit sind im Rahmen einer Teil-
studie der tierexperimentellen Untersuchungen von Reuther iiber die Qualitdt des auto-
logen Knochentransplantates und Transplantatlagers in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie zu sehen.[110] Aus der Arbeit von Reuther stammen auch die unter-
suchten histologischen Proben, so dass hier nur kurz auf die Versuchsbedingungen

eingegangen werden soll.
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2.2.1.1.1 Versuchstiere und Methode

Es wurden insgesamt sechzehn erwachsene Schafe mit einem Durchschnittsgewicht von
73,6 = 8,6 kg, welche unter standardisierten und von der Ethikkommission und Bezirks-
regierung genehmigten Laborbedingungen gehalten wurden (Antragsnummer 50.203.2
K43, 36/01), eingesetzt. Die Schafe wurden auf vier Gruppen fiir vier Euthanasiezeit-
punkte mit jeweils vier Tieren randomisiert. Die Euthanasie der Tiere erfolgte nach je-

weils vier, acht, zwolf und sechzehn Wochen.

2.2.1.1.2 Anasthesie der Versuchstiere

Die Anisthesie wurde mit 2% Propofol per inhalationem begonnen. Nach Intubation
wurde die Vollnarkose mit Isofluran, Sauerstoff, Propofol 2% und Midazolam aufrecht-
erhalten. Antibiotisch wurden die Versuchstiere peri- und postoperativ fiir drei Tage mit
Penicillin s.c. behandelt. Die Analgesie erfolgte postoperativ bis zum dritten Tag mit
Rimadyl s.c..

Alle operativen Mallnahmen erfolgten unter rein aseptischen Bedingungen.

2.2.1.1.3 Gewinnung von kortikospongiésem Beckenspan

Die Entnahme der bikortikalen Knochenstiicke erfolgte mit Hife einer oszillierenden
Stichsige unter Wasserkiihlung. Die ca. 5 cm” groBen Knochenstiicke wurden von
Periostanteilen befreit und bis zur weiteren Verwendung in einem sterilen mit Kochsalz
getrankten Tupfer aufbewahrt. Der Wundverschluss erfolgte vierschichtig mit Vicryl

und anschlieBendem Spriihverband.
2.2.1.1.4 Transplantation des Knochenspans auf den lateralen Unterkiefer

Nach Vorbereitung des Operationsfeldes durch Rasur im Bereich des horizontalen

Unterkieferastes und anschlieBender Desinfektion mit Cutasept® F, erfolgte durch die
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Inzision des gesamten Unterkieferbasalrandes die Darstellung des Unterkiefers von der
Eckzahnregion bis kurz vor den M. masseter. Nach Blutstillung und schichtweiser Pra-
paration stellte sich die laterale Fliche des Unterkiefers als Transplantatlager dar.
Die zuvor gewonnenen bikortikalen Knochenstiicke wurden nun unter Wasserkiihlung
mit Hilfe der Stichsdge in vier bis sechs gleich grole monokortikale Knochenstiicke
unterteilt. Nach entsprechender Konditionierung des Transplantatlagers wurden die
monokortikalen Spdne nun mittels zweier Titan-Mikroschrauben (10 mm x 1,5 mm)
spongiosaseitig auf der Kortikalis des Unterkiefers befestigt. Der Wundverschluss er-

folgte regelgerecht zweischichtig mit Vicryl und anschlieBendem Spriithverband.

2.2.1.2 Konditionierungen des Transplantatlagers

Zur Konditionierung wurde das Transplantatlager wie folgt vorbehandelt:

2.2.1.2.1 Konditionierung 1: Kortikospongiosa (KS)
Der monokortikale Knochenspan wurde spongiosaseitig mittels Titan-Mikroschrauben

am lateralen Unterkiefer fixiert und diente als Kontrolle. (siche Abb. 3)

Kompakt.
——————— Beckenspan - A
Spongiosa

( Kompakta \

Unterkiefer

Abbildung 3: Schema Konditionierung 1
Kortikospongiosa mit Schraubenfixation
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2.2.1.2.2 Konditionierung 2: Perforation des Transplantatlagers (Anfr)

Die AuBenkortikalis des Transplantatlagers wurde mit einem Rosenbohrer an etwa acht
bis zehn Stellen perforiert und somit die Spongiosardume des Transplantatbettes er-
offnet. Der monokortikale Knochenspan wurde anschlieBend spongiosaseitig mit zwei

Titan-Mikroschrauben fixiert (siche Abb. 4).

{ ----- Beckenspan---------- J

Spongiosa

5 |
] i I
11 |
[ | I
I 1 1
| I | 1
I

I Kompakta |
b .} |
Unterkiefer

Abbildung 4: Schema Konditionierung 2
Perforation des Transplantatlagers mit Schraubenfixation

2.2.1.2.3 Kondionierung 3: Periostexzision (PeriostX)
Nach Schraubenfixation des Transplantates wurde das Periost exzidiert. Es erfolgte

keine Perforation des Unterkiefers wie in Konditionierung 2. (siche Abb. 5)

-
-

Spongiosa

( Kompakta \

Unterkiefer

Abbildung 5: Schema Konditionierung 3
Periostexzision mit Schraubenfixation
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2.2.1.2.4 Konditionierung 4: Periostverstirkung (Rmem)
Das Periost wurde belassen und das Knochentransplantat mit einer resorbierbaren Kol-
lagen-Membran (Bio-Gide®) gedeckelt. Die Membran wurde mit weiteren Mikro-

schrauben fixiert. (siche Abb. 6) Membran

Spongiosa

( Kompakta \

Unterkiefer

Abbildung 6: Schema Konditionierung 4
Membran mit Schraubenfixation

2.2.1.2.5 Konditionierung 5: Bio-Oss® (BioOss)
Bei dieser Konditionierung wurde das fixierte Transplantat mit Bio-Oss® Spongiosa

Granulat (0,25 — 1,0 mm) und einer resorbierbaren Bio-Gide® Membran abgedeckt. Die

Membran wurde mit weiteren Mikroschrauben fixiert (siche Abb. 7).
Membran

Bio-Oss®

Spongiosa J\J/

{ Kompakta \

Unterkiefer

Abbildung 7: Schema Konditionierung 5
Membran mit Schraubenfixation und Bio-Oss®
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2.2.1.2.6 Konditionierung 6: Silikonmembran (Sperre):

Hier wurde zwischen dem Transplantatbett und dem Beckenspan eine undurchléssige

Silikonmembran eingebracht (siche Abb. 8).
K)

Spongiosa

Sperre

Kompakta
Unterkiefer

Abbildung 8: Schema Konditionierung 6

Silikonmembran mit Schraubenfixation

Diese sechs Konditionierungen wurden gleichmiafig auf die Versuchstiere verteilt, so

dass zu jedem Euthanasiezeitpunkt nach vier, acht, zwolf und sechszehn Wochen fiir

jede Konditionierung eine Probe vorlag und ausgewertet werden konnte. Um Variatio-

nen bei der Operationstechnik zu vermeiden, wurden alle Eingriffe vom selben Opera-

teur vorgenommen, anhand des gleichen Protokolls ausgefiihrt und fotodokumentarisch

festgehalten.

2.2.1.3 Gewinnung der Proben

2.2.1.3.1 Euthanasie der Versuchstiere

Nach den vorbestimmten Einheilzeiten (vier, acht, zw6lf und sechszehn Wochen) wurde

bei den Versuchstieren mittels Propofol 2% eine Narkose eingeleitet und die Schafe mit

einer Uberdosis Narcoren (40 ml) euthanasiert. Zudem wurde den Tieren 7 ml

Liquemin® N 25000 (=37.500 L.E.) i.v. im Sinne einer Antikoagulation verabreicht.
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2.2.1.3.2 Fixation der Préparate

Auf Grund der GroBe der gewonnen Proben und der teilweise sehr dichten Knochen-
struktur konnte eine addquate Fixation nur durch Perfusion und anschlieBende Immer-
sion erreicht werden.

Unmittelbar nach Tétung der Tiere wurde zu diesem Zweck beidseits ein kleinlumiger
Katheter in die A. carotis communis und in die V. jugularis interna eingefiihrt. Nach
Abtrennung des Schéddels vom Rumpf wurde dieser solange mit Kochsalzlosung (NaCl
0.9%; 3 Liter) gespiilt, bis ein klarsichtiger Riickfluss iiber die V. jugularis interna zu
erkennen war. AnschlieBend erfolgte die Perfusionsfixation des gesamten Schéddels mit
Paraformaldehyd (pH 7,4; 2 Liter) in 0,1% PBS.

Nach Préiparation des Unterkiefers konnten nun die Proben durch Osteotomie unter
stetiger Kiithlung mit Kochsalzlosung gewonnen werden. Die Proben wurden mittig in
zwei gleich grofle Stiicke unterteilt. Die in dieser Arbeit verwendeten Knochenproben
wurden darauthin fiir zwei Tage in 4%-igem Paraformaldehyd in 0,1% PBS

immersionsnachfixiert.

2.2.2  Immunhistochemische Untersuchungen

2.2.2.1 Entkalkung und histologischer Schnitt

Fiir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden die Formalin-fixierten Proben
mit 10% iger Ameisensdure CH,O; entkalkt. Je nach Probemvolumen war hierfiir ein
Zeitraum von vier bis fiinf Wochen notig.

Zur Entwisserung erfolgte anschlieBend die Immersion in aufsteigender Alkoholreihe
(70%, 96%, 100%) fiir jeweils zwei Minuten und die Immersion in Xylol fiir weitere
fiinf Minuten. Nach exakter Ausrichtung der Proben wurden diese in Paraffin einge-

bettet und mittels Mikrotom (Leica RM 2255) auf Schichtdicken von 10um geschnitten
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und auf glaserne Objekttrager aufgezogen.

2.2.2.2. Immunhistochemische Farbungen

Das Entparaffinieren erfolgte fiir zehn Minuten in Xylol gefolgt von jeweils fiinf Min-
uten in absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 70%). Danach wurden die Schnitte in
Aqua dest. oder Tris gepufferter Salzlosung (0,05 mol, pH=7,6) gespiilt.
Bei den Féarbungen mit Antikdrpern gegen VEGF und seine Rezeptoren wurden die
Schnitte in einer Zitrat-Pufferlosung (pH=7) rehydriert und fiir zwolf Stunden im
Pufferlosung im Wasserbad bei 60°C gelagert.

Mit Hilfe eines Pap Pens wurden die Proben auf den Objekttragern umrandet und
anschliefend drei mal zehn Minuten mit TBS gewaschen.
Um die endogene Peroxidase zu hemmen und falsch positive Ergebnisse zu vermeiden,
wurden die Proben fiir 20 Minuten in 200ml Methanol und 50 ml H*O? belassen. Es er-
folgte wiederum ein Waschen der Schnitte mit TBS flir zweimal zehn Minuten. Im
ndchsten Schritt wurden durch die zehn miniitige Behandlung mit 0,5 M Ammonium-
chlorid zum Einen die Aldehydvernetzungen aufgelost und das Gewebe somit maskiert,
sowie durch die Behandlung mit 0,25 % TritonX in TBS die Permeabilitit der Zell-
membran erhoht. AnschlieBend wurden die Proben erneut mit TBS gewaschen.

Um die nicht benétigten Antigene zu blockieren, wurden die Proben sechzig Minuten
mit 5% igem Rinderserum Antikdrper (Bovine Serum Antibody, BSA) inkubiert.
Anschlieend erfolgte die Behandlung mit dem priméren Antikorper in der jeweiligen,

vorher experimentell festgelegten Verdiinnung. (siche Tabelle 3)
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Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Antikérper

Antikorper Spezies

vWF rabbit
iINOS rabbit
eNOS rabbit
BMP-2 mouse
VEGF rabbit

VEGF R1 rabbit
VEGF R2 rabbit

Lagerung Verdiinnung
mit TBS
2-8 °C 1:200
-20 °C 1:1000
-20 °C 1:1500
-20 °C 1:200
4°C 1:400
-20 °C 1:400
4°C 1:400

Vorbehandlung
mit Citrat-Puffer

Nein
Nein
Nein
Nein
Ja
Ja
Ja

Firma

Dako

Biomol
Biomol
R&D
USBiological
Epitomics
USBiological

Der Antikorper wurde in 0,8% BSA fiir 24 Stunden bei 4°C mit den Proben inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Schnitte zunichst viermal jeweils zehn Minuten mit TBS

gespiilt und fiir sechzig Minuten mit dem Sekundérantikorper behandelt.

Nach erneutem, viermalig zehnminiitigem Waschen mit TBS wurde ein Streptavidin-

biotinilierter Meerrettich-Peroxidase Komplex (Streptavidin-biotinylated horseradish

peroxidase complex, Amersham Biosciences, Freiburg) in der Vediinnung 1:150 fiir 60

Minuten hinzugegeben und anschlieBend wieder mit TBS gewaschen.

Die Entwicklung der Schnitte erfolgte mittels DAB-Losung:

* 150 pl Diaminobenzidine

e 150 pl Ammoniumchlorid (NH4CI)

* 300 pl Nickelsulfat (NiSo4)

* 300 pul 10% Glucose

* 50 pl Glucoseoxidase

auf 15 ml Phosphatpuffer (PB) 0,1 mol [pH=7,4]

* 14,4 g/l Dinatrium-Hydrogenphosphat-Dihydrat (Na;HPO4 x 2H,0)

e 2,6 g/l Natrium. Dihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4 x H,0)
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Die Entwicklung des Reaktionsproduktes wurde unter dem Lichtmikroskop im Ver-
gleich zur Negativkontrolle beobachtet und mit der Zugabe von TBS gestoppt. Die Zeit
wurde gestoppt und dokumentiert, um bei Nachfiarbungen die Standardisierung zu ge-

wihrleisten. (siche Tabelle 4)

Tabelle 4: Antikorper und Sekundéirantikorper
Antikorper Sekundirantikorper Verdiinnung Entwicklungszeit
Sekundir AK
vWF anti-rabbit 1:400 30 Minuten
eNOS anti-rabbit 1:400 12 Minuten
iNOS anti-rabbit 1:400 8 Minuten
BMP-2 anti-mouse 1:400 30 Minuten
VEGF anti-rabbit 1:400 30 Minuten
VEGF R1 anti-rabbit 1:400 30 Minuten
VEGF R2 anti-rabbit 1:400 30 Minuten

Nach erneutem Waschen mit TBS wurden die Schnitte in aufsteigender Alkohol-Reihe
mit 70%, 96% und 100% Alkohol jeweils fiinf Minuten entwéssert. Abschlieend er-
folgte noch die zehn-miniitige Dehydratation in Xylol und das Eindecken der Objekttra-
ger mit Enthelan.

Bei jedem Antikorper wurde eine Kontrollprobe mitgeférbt, die bis auf die Inkubation
mit dem priméren Antikorper alle anderen Schritte des Protokolls ebenfalls durchlaufen

hatte.
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2.2.3 Auswertung

2.2.3.1 Erstellung der Fotografien

Um die Aktivitit der einzelnen Antikorper auf den histologischen Schnitten beurteilen
zu konnen, wurden zunichst einzelne regions of interest (ROIs) definiert. (siche Abb. 9)
Bei den Konditionierungen mit der Verwendung von Bio-Oss® wird fiinf, bei den
anderen Konditionierungen 4 ROIs definiert.

AnschlieBend wurden die ROIs auf den insgesamt 168 Pridparate (4 Zeitpunkte x 6
Konditionierungen x 7 Antikorper) mit Hilfe des Leica Durchlichtmikroskopes Leica —
Leitz DM RBE/RD und der korrespondierenden Kamera Olympus - Camedia C-
4040Zoom abfotografiert und zur Auswertung Fotografien mit hundertfacher
VergroBerung erstellt. Die Einstellung des Mikroskopes und der Kamera wurden

wiéhrend der Bildacquise nicht verdndert.

gef. Bio-Oss®

Q I( Becken - Kompakta \
[ SRR, Lot Bl o O
! / \& Becken - Spongiosa &Randbereich

Abbildung 9: Schema ROIs

Hierbei wurden die Unterkieferkompakta fotografiert, sowie im Bereich des
Transplantates die Beckenkompakta und die Beckenspongiosa, sowie ein Ausschnitt aus
dem Randgebiet. Bei der Konditionierung 5, bei der Bio-Oss® Spongiosa Granulat zur

Verwendung kam, wurde zusétzlich der Bereich des alloplastischen Materials doku-
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mentiert, so dass pro Pridparat vier bzw. fiinf Bilder ausgewertet werden konnten.

2.2.3.2 Auswertung der Fotografien

Die entstandenen Fotografien wurden am Computer mit einem Gitternetz versehen und
somit in 25 Einzelfelder unterteilt. (siche Abb. 10)
Die Auswertung der einzelnen Parzellen des Priparates erfolgte mit Hilfe eines Aus-

wertungsbogens.

Abbildung 10: Priparat mit Gitternetz

Hierbei wurde zum Einen die Positivitdt der Farbung (POS) in den einzelnen Feldern
kategorisiert, sowie die Farbeintensitét (FI) der gesamten ROI bestimmt. Die Positivitét

der 25 Gesichtsfelder wurde anschlieBend fiir das gesamte Préparat errechnet. Ab-
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bildungen 10 und 11 verdeutlichen die Zuordnung von Intensitétswerten, Tabelle 5 die

Kategorisierung dieses semiquantitativen Verfahrens.

Tabelle 5: Semiquantitative Auswertung
Positivitit (POS) Punkte  Férbeintensitit (FI) Punkte
0-5% 0 Keine 0
>5-20% 1 Schwach 1
>20-50% 2 Mittel 2
>50-100 % 3 Stark 3

Abbildung 11: Beispiel fiir eine starke Positivitit und Intensitit in der immun-
histochemischen Firbung fiir iNOS (Einheilzeit 4 Wochen, Konditionierung KS, ROI
Ubergangsbereich)
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Abbildung 12: Beispiel fiir eine schwache Positivitit und Intensitit der immun-
histochemischen Firbung auf iNOS (Einheilzeit 16 Wochen, Konditionierung Sperre, ROI
Beckenspongiosa)

Bei der Auswertung wurden nur die Gesichtsfelder miteinbezogen, in denen eindeutig
ossdre Strukturen zu erkennen waren. Alle anderen Felder wurden als nicht auswertbar
und nicht etwa als nicht geférbt klassifiziert und somit auch in der Zusammenschau der
Einzelwerte nicht berticksichtigt.

Die insgesamt 700 Fotografien wurden zunédchst vom Verfasser anhand der oben ge-
nannten Kriterien quantitativ ausgewertet. Eine zusitzliche quantitative Auswertung
erfolgte von einem weiteren geschulten Auswerter. Darliber hinaus wurden in einem
zweiten Schritt im Rahmen der qualitativen Auswertung die unterschiedlichen Zell-

strukturen und ihre Farbung beurteilt.
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2.2.4 Auswertung und Statistik

Die gewonnenen Daten wurden zunéchst tabellarisch zusammengefasst und aufbereitet.
Die von den zwei Auswertern flir die Positivitit (POS) des gesamten Priparates
gewonnenen Werte wurden multipliziert, und der Mittelwert wurde gebildet.

Gleiches erfolgte mit den Werten fiir die Farbeintensitit (FI). Aus beiden Mittelwerten

wurde anschlieBend durch Multiplikation der Immunoreaktive Score (IRS) errechnet.

IRS = [ ( FIAuswerterl + FIAuswerter2) /2 ] X [ ( POSAuswerter] + POSAuswerter2 ) /2 ]
IRS [ Minimum = 0 ; Maximum =9 |

Die Néherung der Daten erfolgte auf zwei Kommastellen.
Der verwendete IRS ist eine fiir diese Daten addquate Modifikation des Scores nach
Remmele und Stenger, der urspriinglich fiir den immunhistochemischen Ostrogen-

rezeptornachweis (ER-ICR) im Mammakarzinomgewebe entwickelt wurde.[109]

Die Daten wurden mit der Software SPSS fiir Mac (Version 17.0) ausgewertet.

Durch die klinische Auswertung der unterschiedlichen Konditionierungsverfahren
konnte bereits gezeigt werden, dass Konditionierung 5, die Modifikation mit der resor-
bierbaren Bio-Gide® Membran sowie dem Bio-Oss® Spongiosa Granulat, die geringsten

atrophischen Verdnderungen zeigte.[110]

Konditionierung 6 (undurchlédssige Silikonmembran) diente lediglich als Negativ-
kontrolle und kommt beim Patienten nicht zum Einsatz. Sie wurde in die statistische
Auswertung nicht miteinbezogen.

Auf Grund der Datenmenge und um den klinischen Aspekt zu beriicksichtigen, wurde
demnach der klinische Erfolg der Konditionierung 5 den Werten der Konditionierungen
eins bis vier, also den Modifikationen, die klinisch die groite Atrophie zeigten, gegen-

iibergestellt (sieche hierzu Tabelle 6).
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Tabelle 6: Zusammenfassung Konditionierungen

Konditionierung Gruppe
Konditionierung 1 Klin. Atrophie
Konditionierung 2 Klin. Atrophie
Konditionierung 3 Klin. Atrophie
Konditionierung 4 Klin. Atrophie
Konditionierung 5 Keine klin. Atrophie
Konditionierung 6 Kontrolle

Des Weiteren wurden die ROIs, wie in Tabelle 7 dargestellt, zu den drei Bereichen
Transplantat (T), Transplantatlager (TL) und die Ubergangszone (U) zusammengefasst.
Tabelle 8 zeigt die Biindelung der Daten beziiglich der verschiedenen Einheilzeitpunkte

in vivo zu einem frithen (Zeitpunkt 1) und einem spédten (Zeitpunkt 2) Einheilzeitpunkt.

Tabelle 7: Zusammenfassung ROIs
ROI Gruppe
Becken Kompakta Transplantat
Becken Spongiosa Transplantat
UK Kompakta Transplantatlager
Ubergangsbereich Ubergangsbereich
Tabelle 8: Zusammenfassung Einheilzeitpunkte
Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2
4 Wochen 12 Wochen
8 Wochen 16 Wochen

Die Gruppen ,klinische Atrophie® und ,,keine klinische Atrophie* wurden einzeln fiir
jeden der sieben verwendeten Antikorper beziiglich der Einheilzeitpunkte sowie der
ROI ausgewertet.

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden zunichst neben dem Mittelwert die
Standardabweichungen errechnet und Signifikanztests durchgefiihrt. Bei normalverteil-

ten Daten wurde hierfiir der t-Test und bei nicht normalverteilten Daten der Mann-
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Whitney-Test herangezogen.

Der Levene-Test der Varianzengleichheit wurde im Vorfeld der t-Tests angewandt. Ist
die Signifikanz des Levene-Tests grofler als 0,05 das voher festgelegte a = 0,05 sind die
Varianzen gleich. Nicht gleich sind die Varianzen, wenn der Wert kleiner als o ist.
Auf Grund der groflen Anzahl an Signifikanztests, sog. multiples Testen, wurde zudem
das Signifikanzniveau angepasst. Dabei wurde das Signifikanzniveau durch die Anzahl
der Tests pro Farbung dividiert. Der Signifikanzwert wurde anschliefend mit dem kor-
rigierten Wert angegeben.

Im Allgemeinen sind die statistischen Ergebnisse durch die teilweise sehr geringen Fall-

zahlen der Gruppe ,.keine klinische Atrophie* unter Vorbehalt zu interpretieren.
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3 Ergebnisse

Die Grundlage der immunhistochemischen Untersuchungen waren die tierexperimentell
erhobenen Daten und Proben im Schafmodell.[110]

Bei der Auswertung dieser Daten zeigte die Konditionierung mit der Kombination der
resorbierbaren Bio-Gide®-Membran und des Knochenersatzmaterials Bio-Oss® mit
einem kortikospongiosen Knochentransplantat entsprechend in Kapitel 2.2.1.2.5 und
Abbildung 7 dargestellt, die geringste klinische Atrophie und stellte somit die beste der
untersuchten Methoden dar.[110; 1; 2]

Hier konnten bereits nach vier Wochen an den Bio-Oss®-Partikeln osteoblastire Zellen
und nach 12 Wochen neu gebildeter, trabekulirer Knochen in und um die Bio-Oss®-
Partikel  nachgewiesen = werden. Die  Vorteile der Kombination des
Knochenersatzmaterials Bio-Oss® mit einer Bio-Gide® Membran, die im Sinne einer
Guided Bone Regeneration (GBR) schnell wachsende nicht osteogene Gewebe von
einer Invasion in den Knochendefekt abhilt und somit einen mechanischen Schutz des
Transplantates und des umgebenden Knochenersatzmaterials (KEM) gewéhrleistet,
waren Grund fiir die Reduktion der Knochenresorption.[110]

Die Kombination von Bio-Oss® mit einer resorbierbaren Membran im Sinne der GBR

ist bereits aus anderen Voruntersuchungen als Erfolg versprechende Methode

bekannt.[3; 84]

Zur Auswertung der durch die immunhistochemischen Untersuchungen erhobenen
Daten, wurden nun die Gruppe mit klinischer Atrophie, entsprechend der
Konditionierungen eins bis vier und die Gruppe ohne bzw. mit wenig atrophischen
Verdanderungen in den klinischen Studien, entsprechend der oben dargestellten
Konditionierung an Hand der unterschiedlichen Fiarbungen verglichen. Konditionierung
6, die der Negativkontrolle entsprach, wurde im Rahmen dieser Auswertung auf Grund
der fehlenden klinischen Relevanz nicht mit berilicksichtigt. Diese Biindelung der
erhobenen Daten veranschaulicht Kapitel 2.2.4 und die Tabellen 6, 7 und 8. Die

einzelnen Konditionierungen sind im Kapitel 2.2.1.2 ndher dargestellt.
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Die Ergebnisse werden im Rahmen dieses Kapitels anhand der Expression der
untersuchten Wachstumsfaktoren in den immunhistochemischen Untersuchungen

einzeln fiir jeden verwendeten Antikorper dargestellt und statistisch bewertet.
3.1 Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2)

Die Expression von BMP-2 zeigte in der Gruppe ,.klinische Atrophie® beziiglich der
unterschiedlichen Einheilzeitpunkte keine deutlichen Unterschiede. Insgesamt wurde
hier BMP-2 etwas mehr im Transplantatlager als in den zwei anderen ROIs exprimiert.
Die Expression war in dieser Gruppe mit Mittelwerten des Immunoreaktiven Scores von
5,75 im Transplantatlager, 3,55 im Transplantat und 3,81 im Ubergangsbereich auf

hohem Niveau.

Auffallend bei der Anfarbung auf BMP-2 war jedoch die vermehrte Expression von
BMP-2 in der Gruppe ,keine klinische Atrophie“ im zweiten untersuchten
Einheilzeitpunkt, sowie die vermehrte Expression vor allem in der ROI ,, Transplantat®.
Dies wurde sowohl in den Daten beziiglich der Positivitit als auch in nach der
Féarbeintensitdt untersuchten Daten deutlich und lieB sich im errechneten
Immunoreaktiven Score am deutlichsten nachvollziehen.

Die vermehrte Expression im ,Transplantat“ war statistisch als signifikant zu
bezeichnen:

IRS: #(46) = 2,281, p = 0,027, o = 0,05. (Tabellen 55 und 56, Anhang 7.1.1)

Dies zeigte sich auch bei der Betrachtung der Mittelwerte der ROI ,, Transplantat* {iber
beide Zeitpunkte bei gleichen Varianzen. Hier fand sich eine anndhernd signifikant
vermehrte Expression der Konditionierung ,,keine klinische Atrophie®:

IRS: #«(18) = 2,003, p = 0,061, o = 0,05. (Tabellen 57 und 58, Anhang 7.1.1)

Statistisch nicht signifikant waren die Mittelwerte der ROI ,, Transplantat™ zum zweiten
Einheilzeitpunkt bei der Analyse auf die Gruppenvariable Konditionierung:
IRS  MWyinische Atrophie 3,7512; IRS  MWhieine  Kiinische Atrophie 3,6900

IRS: #8) = 1,349, p = 0,214, o = 0,05. (Tabellen 59 und 60, Anhang 7.1.1)
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Tabellen 9, 10 und Abbildung 12 verdeutlichen die deskriptive Statistik beziiglich der
Positivitit. Die Farbeintensitdt ldsst sich aus Tabellen 11 und 12 sowie aus Abbildung
13 erkennen. Zusammenfassend zeigen Tabellen 13, 14 und Abbildung 14 den
Immunoreaktiven Score nach Anfarbung auf BMP-2.

Die Untersuchungen zur Signifikanz finden sich im Anhang, Kapitel 7.1.1.

3.1.1 Deskriptive Statistik zur Positivitat

I Transplantatlager
I Transplantat
Ubergangsbereich

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2
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klinische Atrophie  keine klinische  klinische Atrophie  keine klinische
Atrophie Atrophie

Abbildung 13: Graphische Darstellung der Positivitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von BMP-2 in Abhingigkeit
des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 9: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von BMP-
2 beziiglich der Positivitit der Firbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,68750 0,530330
keine klinische Atrophie 2 2,50000 0,707107
Kontrolle 2 3,00000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 2,00000 0,327327
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,707107
Kontrolle 2 1,75000 0,707107
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 2,06250 0,623212
keine klinische Atrophie 2 2,25000 1,060660
Kontrolle 2 2,50000 0,000000

Tabelle 10: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von BMP-
2 beziiglich der Positivitit der Firbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,12500 0,694365
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,000000
Kontrolle 2 1,75000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 1,78125 0,949036
keine klinische Atrophie 2 2,62500 0,530330
Kontrolle 2 0,87500 0,883883
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,50000 1,164965
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,707107
Kontrolle 2 0,75000 0,353553
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3.1.2  Deskriptive Statistik zur Féarbeintensitat

I Transplantatlager
I Transplantat
Ubergangsbereich

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2
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Abbildung 14: Graphische Darstellung der Firbeintensitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von BMP-2 in Abhingigkeit
des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes

Tabelle 11: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von BMP-
2 beziiglich der Firbeintensitit der Firbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,06250 0,562996
keine klinische Atrophie 2 2,25000 0,353553
Kontrolle 2 3,00000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 1,71875 0,339051
keine klinische Atrophie 2 1,87500 0,530330
Kontrolle 2 1,75000 0,707107
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,75000 0,654654
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,707107
Kontrolle 2 2,50000 0,000000

53



ERGEBNISSE

Tabelle 12: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von BMP-
2 beziiglich der Firbeintensitit der Firbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,06250 0,562996
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,000000
Kontrolle 2 1,75000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 1,68750 0,893928
keine klinische Atrophie 2 2,50000 0,353553
Kontrolle 2 0,62500 0,530330
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,37500 1,060660
keine klinische Atrophie 2 2,25000 0,353553
Kontrolle 2 0,75000 0,353553

3.1.3 Deskriptive Statistik zum Immunoreaktiven Score
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Ubergangsbereich
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Abbildung 15: Graphische Darstellung des Immunoreaktiven Scores des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von BMP-2 in Abhingigkeit
des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 13: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von BMP-
2 beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Farbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 5,75000 2,125525
keine klinische Atrophie 2 5,75000 2,474874
Kontrolle 2 9,00000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 3,54875 1,139028
keine klinische Atrophie 2 5,12500 0,883883
Kontrolle 2 3,38000 2,474874
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 3,81250 2,374530
keine klinische Atrophie 2 4,87500 3,712311
Kontrolle 2 6,25000 0,000000

Tabelle 14: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von BMP-
2 beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Farbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 4,68750 2,641530
keine klinische Atrophie 2 4,00000 0,000000
Kontrolle 2 3,12500 1,237437
Transplantat klinische Atrophie 8 3,75125 2,824669
keine klinische Atrophie 2 6,69000 2,206173
Kontrolle 2 0,81500 0,968736
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 3,12500 3,181981
keine klinische Atrophie 2 4,62500 2,298097
Kontrolle 2 0,62500 0,530330
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3.2 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Die Daten beziiglich der Positivitdit nach Farbung auf VEGF zeigten nach
Einheilzeitpunkt 1 keinen Unterschied zwischen der Gruppe ,.klinische Atrophie* und
der Gruppe ,.keine klinische Atrophie®. Analog hierzu verhielten sich die Daten, die
beziiglich der Férbeintensitdt erhoben wurden. Dementsprechend verdeutlicht der
errechnete Immunoreaktive Score ebenfalls die Tatsache, dass die Expression von
VEGF auf einem mittleren Niveau bei Mittelwerten der Gruppe ,keine klinische
Atrophie® von 3,25 im Transplantatlager, 3,1 im Transplantat und 2,5 in der

Ubergangszone klinisch der Gruppe ,.keine klinische Atrophie* entspricht.

Betrachtet man die Daten am spéteren Einheilzeitpunkt, also nach 12 und 16 Wochen so
zeigte sich jedoch eine vermehrte Expression von VEGF in der Gruppe ,,keine klinische
Atrophie”. Sowohl die auf die Positivitit bezogenen Daten, als auch die
Untersuchungen zur Firbeintensitit zeigte die vermehrte Expression von VEGF im
Verlauf der Einheilzeit. Die vermehrte Expression in der Gruppe ,keine klinische
Atrophie® beruhte hierbei vor allem auf der gesunkenen Expression in der
Kontrollgruppe bei in etwa gleich bleibenden Werten der Gruppe ,keine klinische
Atrophie®.

Insgesamt war die Expression von VEGF zum zweiten Einheilzeitpunkt iiber alle
Konditionierungen und ROIs signifikant gegeniiber dem ersten Zeitpunkt vermehrt:

IRS: #«70) = 3,236, p = 0,002, o = 0,05. (Tabellen 63 und 64, Anhang 7.1.2)

Beziiglich der ROIs fand sich diese vermehrte Expression iiber die Zeit vor allem im
Bereich des Transplantates. Diesen Unterschied kann der Vergleich der Mittelwerte bei
gleichen Varianzen nicht als statistisch signifikant darlegen:

IRS: #46) = 1,348,p = 0,184, a = 0,05. (Tabellen 65 und 66, Anhang 7.1.2)

Auch die Analyse der ROI ,,Transplantat“ zum zweiten Einheilzeitpunkt anhand der
Gruppenvariable Konditionierung, lieferte in der Gruppenstatistik deutlich

unterschiedliche Mittelwerte:
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IRS  MWuiinische Atrophie = 1,5338; IRS MWkeine Klinische Atrophie 3,2500;
jedoch zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied:

IRS: #«8) = 1,059, p = 0,320, a = 0,05. (Tabellen 67 und 68 Anhang 7.1.2)

Tabellen 15, 16 und Abbildung 15 verdeutlichen die deskriptive Statistik beziiglich der
Positivitit. Die Féarbeintensitdt ldsst sich aus Tabellen 17 und 18 sowie aus Abbildung
16 erkennen. Zusammenfassend zeigen Tabellen 19, 20 und Abbildung 17 den
Immunoreaktiven Score nach Anfarbung auf VEGF.

Die statistische Auswertung findet sich im Anhang, Kapitel 7.1.2.

3.2.1 Deskriptive Statistik zur Positivitat

I Transplantatlager
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der Positivitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von VEGF in Abhingigkeit
des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 15: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGTF beziiglich der Positivitiit der Firbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,06250 0,821040
keine klinische Atrophie 2 1,75000 1,060660
Kontrolle 2 2,00000 0,707107
Transplantat klinische Atrophie 8 1,93750 0,546907
keine klinische Atrophie 2 1,83500 0,473762
Kontrolle 2 0,87500 0,176777
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,62500 0,353553
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,707107
Kontrolle 2 1,75000 0,353553

Tabelle 16: Zeitpunkt 2. Woche. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und

Mittelwerte des

Transplantats, Transplantatlagers

Anfirbung von VEGF beziiglich der Positivitiit der Firbung

und Ubergangsbereichs

nach

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 1,25000 1,000000
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,707107
Kontrolle 2 1,00000 1,414214
Transplantat klinische Atrophie 8 0,96875 0,849764
keine klinische Atrophie 2 1,75000 0,593970
Kontrolle 2 0,62500 0,883883
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 0,81250 0,798995
keine klinische Atrophie 2 1,25000 0,353553
Kontrolle 2 0,25000 0,353553
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3.2.2 Deskriptive Statistik zur Féarbeintensitat

Bereich

(O Transplantatlager

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Transplantat
Ubergangsbereich

I Transplantatlager
3,004 _ I Transplantat
Ubergangsbereich

2,004

1,004

Mittelwert Fl +- 1 SD

0,00 T T T 1
klinische Atrophie  keine klinische  klinische Atrophie  keine klinische
Atrophie Atrophie

Abbildung 17: Graphische Darstellung der Firbeintensitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von VEGF in Abhéngigkeit
des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes

Tabelle 17: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGTF beziiglich der Firbeintensitiit der Firbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 1,81250 0,703943
keine klinische Atrophie 2 1,75000 0,353553
Kontrolle 2 2,25000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 1,62500 0,422577
keine klinische Atrophie 2 1,58500 0,827315
Kontrolle 2 1,00000 0,000000
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,25000 0,377964
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,707107
Kontrolle 2 1,50000 0,000000

59



ERGEBNISSE

Tabelle 18: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGTF beziiglich der Firbeintensitiit der Firbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 1,12500 0,876275
keine klinische Atrophie 2 1,50000 1,414214
Kontrolle 2 1,00000 1,414214
Transplantat klinische Atrophie 8 0,93750 0,798995
keine klinische Atrophie 2 1,75000 0,593970
Kontrolle 2 0,62500 0,883883
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 0,75000 0,755929
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,000000
Kontrolle 2 0,25000 0,353553

3.2.3 Deskriptive Statistik zum Immunoreaktiven Score
I Transplantatlager
I Transplantat
Ubergangsbereich

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2
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Abbildung 18: Graphische Darstellung des Immunoreaktiven Scores des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von VEGF in Abhéngigkeit
des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 19: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGTF beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Fiarbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 4,15625 2,601296
keine klinische Atrophie 2 3,25000 2,474874
Kontrolle 2 4,62500 2,298097
Transplantat klinische Atrophie 8 3,32875 1,599432
keine klinische Atrophie 2 3,08500 2,241528
Kontrolle 2 0,87500 0,176777
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 2,12500 1,060660
keine klinische Atrophie 2 2,50000 2,121320
Kontrolle 2 2,62500 0,530330

Tabelle 20: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGTF beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Fiarbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,09375 2,275402
keine klinische Atrophie 2 2,75000 3,181981
Kontrolle 2 2,00000 2,828427
Transplantat klinische Atrophie 8 1,53375 2,054820
keine klinische Atrophie 2 3,25000 2,008183
Kontrolle 2 0,75000 1,060660
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,06250 1,406300
keine klinische Atrophie 2 1,87500 0,530330
Kontrolle 2 0,12500 0,176777
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3.3 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor (VEGFR)

Die Daten zur Expression des Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor sind in den

Kapiteln 3.3.1 und 3.3.2 anhand der zwei untersuchten Isoformen zusammengefasst.

3.3.1 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-1 (VEGFR-1)

Die Analyse der Daten nach Farbung von VEGFR-1 zeigte im Bezug auf die Positivitit,
Férbeintensitdit und folglich auch dem Immunoreaktiven Score zu beiden
Einheilzeitpunkten eine vermehrte Expression in der Gruppe ,keine klinische
Atrophie®. In der statistischen Analyse Gruppenvariable Konditionierung iiber alle
Zeitpunkte und ROIs stellte sich dieser Unterschied bei deutlich unterschiedlichen
Mittelwerten als annéhernd signifikant dar:

IRS  MWuiinische  Atrophie = 3,4560, IRS  MWieine  Kiinische  Atophie =  4,8125
IRS: #58) = 1,685, p = 0,097, a = 0,05. (Tabellen 69 und 70 Anhang 7.1.3.1)

Betrachtet man alle Konditionierungen und ROIs, so fand sich eine vermehrte
Expression in allen untersuchten Parametern nach 4 bzw. 8 Wochen also am
Einheilzeitpunkt 1 im Gegensatz zum spéter beobachteten Zeitpunkt. Dies war auch auf
Grund der statistischen Auswertung der Daten als signifikant zu bezeichnen:

IRS: #70) = 5,088, p = 0,000, o = 0,05. (Tabellen 71 und 72 Anhang 7.1.3.1)

Statistisch relevante Unterschiede in der Analyse der Mittelwerte bei gleichen
Varianzen fanden sich ebenfalls bei der Gruppenvariable Konditionierung zum zweiten
Einheilzeitpunkt in der Gruppe ,.keine klinische Atrophie*:

IRS: #28) = 2,516, p = 0,018, a = 0,05. (Tabellen 75 und 76 Anhang 7.1.3.1)

Die ROIs unterschieden sich nicht signifikant. Insgesamt lag die Expression von
VEGFR-1 auf einem hohen Niveau. So waren die IRS Mittelwerte zum Zeitpunkt 1
beispielsweise im Transplantatlager bei 8,25, im Bereich des Transplantates bei 7,12

und in der Ubergangszone bei 4,5.
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Die Tabellen 21, 22 und Abbildung 18 verdeutlichen die deskriptive Statistik beziiglich
der Positivitit. Die Férbeintensitét ldsst sich aus den Tabellen 23 und 24 sowie aus der
Abbildung 19 erkennen. Zusammenfassend zeigen Tabellen 25, 26 und Abbildung 20
den Immunoreaktiven Score nach Anfarbung auf VEGFR-1.

Die Analyse der Daten beziiglich der Signifikanz finden sich im Anhang, Kapitel
7.1.3.1.

3.3.1.1 Deskriptive Statistik zur Positivitét

I Transplantatlager
I Transplantat
Ubergangsbereich
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der Positivitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von VEGFR-1 in
Abhiingigkeit des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 21: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-1 beziiglich der Positivitit der Farbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,75000 0,267261
keine klinische Atrophie 2 3,00000 0,000000
Kontrolle 2 2,50000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 2,21875 0,431722
keine klinische Atrophie 2 3,00000 0,000000
Kontrolle 2 2,00000 0,707107
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,81250 0,593867
keine klinische Atrophie 2 2,25000 0,353553
Kontrolle 2 2,00000 0,000000

Tabelle 22: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-1 beziiglich der Positivitit der Farbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 1,56250 0,979705
keine klinische Atrophie 2 1,75000 1,060660
Kontrolle 2 1,25000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 1,40625 1,164486
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,707107
Kontrolle 2 0,25000 0,353553
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,25000 0,886405
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,707107
Kontrolle 2 0,00000 0,000000
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3.3.1.2 Deskriptive Statistik zur Farbeintensitit

I Transplantatlager
I Transplantat
Ubergangsbereich

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der Fiérbeintensitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von VEGFR-1 in
Abhiingigkeit des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes

Tabelle 23: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-1 beziiglich der Firbeintensitit der Farbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,12500 0,517549
keine klinische Atrophie 2 2,75000 0,353553
Kontrolle 2 2,75000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 1,90625 0,376485
keine klinische Atrophie 2 2,37500 0,176777
Kontrolle 2 1,87500 0,176777
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,56250 0,495516
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,000000
Kontrolle 2 2,00000 0,000000
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Tabelle 24: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-1 beziiglich der Firbeintensitit der Farbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 1,25000 1,000000
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,707107
Kontrolle 2 1,00000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 1,28125 0,920379
keine klinische Atrophie 2 1,37500 0,530330
Kontrolle 2 0,50000 0,707107
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,12500 0,790569
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,000000
Kontrolle 2 0,00000 0,000000

3.3.1.3 Deskriptive Statistik zum Immunoreaktiven Score
I Transplantatlager
I Transplantat
Ubergangsbereich
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Abbildung 21: Graphische Darstellung des Immunoreaktiven Scores des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von VEGFR-1 in
Abhiingigkeit des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunkte
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Tabelle 25: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-1 beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Fiarbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 5,87500 1,711307
keine klinische Atrophie 2 8,25000 1,060660
Kontrolle 2 6,87500 0,883883
Transplantat klinische Atrophie 8 4,39250 1,356505
keine klinische Atrophie 2 7,12500 0,530330
Kontrolle 2 3,81500 1,675843
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 3,03125 1,671385
keine klinische Atrophie 2 4,50000 0,707107
Kontrolle 2 4,00000 0,000000

Tabelle 26: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-1 beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Fiarbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,78125 3,447146
keine klinische Atrophie 2 3,00000 2,828427
Kontrolle 2 1,25000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 2,68750 2,627975
keine klinische Atrophie 2 3,00000 2,121320
Kontrolle 2 0,25000 0,353553
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,96875 1,901304
keine klinische Atrophie 2 3,00000 1,060660
Kontrolle 2 0,00000 0,000000
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3.3.2  Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-2 (VEGFR-2)

Die Expression des VEGFR-2 zeigte insgesamt im Zeitverlauf der zwei untersuchten

Einheilzeitpunkte eine abnehmende Positivitit sowie eine abnehmende Farbeintensitit.

Betrachtet man die Positivitit der Farbungen gesondert, so féllt im Zeitverlauf eine
vermehrte Expression von VEGFR-2 zum zweiten Einheilzeitpunkt in der Gruppe
,keine klinische Atrophie* auf. Die Mittelwerte der Positivitdt lagen bei 1,55 in der
Gruppe ,.klinische Atrophie* gegeniiber 2,29 in der Gruppe ,,keine klinische Atrophie®.
Der t-Test bei gleichen Varianzen konnte einen statistisch verldsslichen Unterschied
zwischen den Mittelwerten jedoch nicht nachweisen:

t(28) = 1,77, p = 0,087, o = 0,05. (Tabellen 83 und 84, Anhang 7.1.3.2)
Anndhernd signifikant war jedoch der Unterschied der Mittelwerte der
Konditionierungen iiber alle Zeitpunkte und ROIs bzgl. der Positivitét:

POS: #«58) = 1,992, p = 0,051, a = 0,05. (Tabellen 77 und 78 Anhang 7.1.3.2)

Dieser Unterschied lieB sich bei den Untersuchungen zur Férbeintensitidt nicht
nachweisen. Die Expression von VEGFR-2 befand sich aber bei allen Untersuchungen
mit Werten im oberen Drittel auf hohem Niveau, zumindest wenn man den Zeitpunkt
eins gesondert betrachtet.

Die Expression zum ersten Einheilzeitpunkt {iber alle Konditionierungen und ROIs war
in allen drei untersuchten Parametern signifikant héher als die Expression von VEGFR-
2 zum zweiten beobachteten Zeitpunkt:

IRS: #70) = 4,181, p = 0,000, a = 0,05. (Tabellen 79 und 80 Anhang 7.1.3.2)

Der Immunoreaktive Score spiegelt die gewonnen Daten der zwei untersuchten
Parameter wieder und zeigte eine vermehrte Expression zum Zeitpunkt zwei in der
Gruppe ,.keine klinische Atrophie®. Werte des IRS in der Gruppe ,keine klinische
Atrophie von 6,00 in der ROI ,, Transplantatlager, 5,75 im Bereich ,, Transplantat®

und 6,00 im ,,Ubergangsbereich zu ersten Einheilzeitpunkt, zeigten die deutliche
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Expression zu Beginn, lassen aber keine Unterschiede zwischen den einzelnen

Bereichen des Priparates erkennen.

Die Tabellen 27, 28 und die Abbildung 21 verdeutlichen die deskriptive Statistik
beziiglich der Positivitdt. Die Firbeintensitit ldsst sich aus den Tabellen 29 und 30
sowie aus der Abbildung 22 erkennen. Zusammenfassend zeigen die Tabellen 31, 32

und die Abbildung 23 den Immunoreaktiven Score nach Anfarbung von VEGFR-2.

Die Analyse der statistischen Daten finden sich im Anhang, Kapitel 7.1.3.2

3.3.2.1 Deskriptive Statistik zur Positivitét
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der Positivitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von VEGFR-2 in
Abhiingigkeit des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 27: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-2 beziiglich der Positivitit der Farbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,75000 0,377964
keine klinische Atrophie 2 2,50000 0,707107
Kontrolle 2 3,00000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 2,31250 0,372012
keine klinische Atrophie 2 2,50000 0,707107
Kontrolle 2 1,50000 0,707107
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 2,06250 0,176777
keine klinische Atrophie 2 3,00000 0,000000
Kontrolle 2 2,25000 1,060660

Tabelle 28: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-2 beziiglich der Positivitit der Farbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 1,62500 1,093814
keine klinische Atrophie 2 2,25000 1,060660
Kontrolle 2 0,00000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 1,65625 0,875638
keine klinische Atrophie 2 2,12500 0,176777
Kontrolle 2 0,25000 0,000000
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,37500 1,026436
keine klinische Atrophie 2 2,50000 0,707107
Kontrolle 2 0,50000 0,707107
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3.3.2.2 Deskriptive Statistik zur Farbeintensitit
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Abbildung 23: Graphische Darstellung der Firbeintensitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von VEGFR-2 in
Abhiingigkeit des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes

Tabelle 29: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-2 beziiglich der Firbeintensitit der Farbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,25000 0,377964
keine klinische Atrophie 2 2,25000 1,060660
Kontrolle 2 2,50000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 2,09375 0,265165
keine klinische Atrophie 2 2,25000 0,353553
Kontrolle 2 1,37500 0,176777
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,68750 0,372012
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,000000
Kontrolle 2 1,75000 1,060660
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Tabelle 30: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von

VEGFR-2 beziiglich der Firbeintensitit der Farbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 1,62500 0,876275
keine klinische Atrophie 2 1,75000 1,060660
Kontrolle 2 0,75000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 1,62500 0,866025
keine klinische Atrophie 2 1,75000 1,060660
Kontrolle 2 0,37500 0,176777
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,37500 0,744024
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,707107
Kontrolle 2 0,50000 0,707107
3.3.2.3 Deskriptive Statistik zur Farbeintensitit
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Abbildung 24: Graphische Darstellung des Immunoreaktiven Scores des Transplantats,

Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von VEGFR-2

Abhiingigkeit des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 31: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-2 beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Fiarbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 6,28125 1,718791
keine klinische Atrophie 2 6,00000 4,242641
Kontrolle 2 7,50000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 4,97000 1,345978
keine klinische Atrophie 2 5,75000 2,474874
Kontrolle 2 2,37500 1,590990
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 3,50000 0,925820
keine klinische Atrophie 2 6,00000 0,000000
Kontrolle 2 4,50000 4,242641

Tabelle 32: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von
VEGFR-2 beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Fiarbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 3,43750 3,374669
keine klinische Atrophie 2 4,50000 4,242641
Kontrolle 2 0,00000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 3,32875 2,410017
keine klinische Atrophie 2 3,69000 1,852620
Kontrolle 2 0,13000 0,000000
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 2,50000 2,478479
keine klinische Atrophie 2 3,50000 0,707107
Kontrolle 2 0,50000 0,707107
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3.4 von-Willebrand-Faktor (VWF)

Die Expression von vWF stagniert insgesamt in den untersuchten Parametern
»HPositivitit* und ,,Farbeintensitit auf geringem Niveau, etwa im unteren Drittel der
Werte.

Mit IRS Werten der Gruppe ,keine klinische Atrophie® zum ersten untersuchten
Zeitpunkt von 3,5 in der ROI ,, Transplantatlager®, 2,88 im Bereich ,, Transplantat* und
2,50 in der ,,Ubergangszone®, zeigt sich die relative geringe Expression auch im
errechneten Parameter IRS.

Die vermehrte Expression im untersuchten ROI ,, Transplantatlager l4sst sich sowohl
zu beiden Zeitpunkten als auch in den Gruppen ,klinische Atrophie“ und ,keine
klinische Atrophie* erkennen. Der Unterschied ist zumindest im Parameter ,,Positivitit*
mit gleichen Varianzen mit #46) = 2,00, p = 0,051, a = 0,05 als anndhernd signifikant
zu bezeichnen. (Tabellen 89 und 90, Anhang 7.1.4)

Die Expression von VWF ist zum ersten Einheilzeitpunkt bei gleichen Varianzen
signifikant mehr als zum zweiten untersuchten Zeitpunkt:

#(70) = 2,043, p = 0,045, a = 0,05. (Tabellen 87 und 88, Anhang 7.1.4)

Die Analyse der Daten zeigt dariiber hinaus einen statistisch nicht signifikanten
Unterschied zwischen den Mittelwerten der Gruppen ,klinische Atrophie® (MWirs =
3,67) und ,.keine klinische Atrophie® (MWirs = 2,74). Die Expression ist in der Gruppe
»klinische Atrophie* etwas hoher:

t(58) = 1,241, p = 0,219, a = 0,05. (Tabellen 85 und 86, Anhang 7.1.4)

Die Tabellen 33, 34 und die Abbildung 24 verdeutlichen die deskriptive Statistik
beziiglich der Positivitdt. Die Firbeintensitit ldsst sich aus den Tabellen 35 und 36
sowie aus der Abbildung 25 erkennen. Zusammenfassend zeigen die Tabellen 37, 38
und die Abbildung 26 den Immunoreaktiven Score nach Anfarbung auf vWF.

Die statistischen Auswertungen finden sich im Anhang, Kapitel 7.1.4.
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3.4.1 Deskriptive Statistik zur Positivitét
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der Positivitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von vWF in Abhéngigkeit des
klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunkte

Tabelle 33: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von vWF
beziiglich der Positivitiit der Firbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,43750 0,821040
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,000000
Kontrolle 2 2,75000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 1,87500 0,550973
keine klinische Atrophie 2 1,25000 1,767767
Kontrolle 2 2,00000 0,000000
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,81250 0,842509
keine klinische Atrophie 2 1,00000 1,414214
Kontrolle 2 2,00000 0,707107
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Tabelle 34: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von vWF
beziiglich der Positivitiit der Firbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,12500 0,443203
keine klinische Atrophie 2 1,25000 0,353553
Kontrolle 2 1,00000 0,000000
Transplantat klinische Atrophie 8 1,62500 0,801784
keine klinische Atrophie 2 2,12500 0,530330
Kontrolle 2 0,75000 0,353553
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,50000 1,000000
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,707107
Kontrolle 2 1,25000 0,353553

3.4.2 Deskriptive Statistik zur Farbeintensitit
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Abbildung 26: Graphische Darstellung der Fiérbeintensitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von vWF in Abhingigkeit des
klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 35: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von vWF
beziiglich der Féarbeintensitiit der Firbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,12500 0,744024
keine klinische Atrophie 2 1,75000 0,353553
Kontrolle 2 2,25000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 1,59375 0,498883
keine klinische Atrophie 2 1,12500 1,590990
Kontrolle 2 1,87500 0,530330
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,43750 0,678101
keine klinische Atrophie 2 1,25000 1,767767
Kontrolle 2 2,00000 0,707107

Tabelle 36: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von vWF
beziiglich der Farbeintensitiit der Firbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 1,87500 0,694365
keine klinische Atrophie 2 1,25000 0,353553
Kontrolle 2 1,25000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 1,53125 0,849764
keine klinische Atrophie 2 1,87500 0,176777
Kontrolle 2 0,75000 0,353553
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,37500 0,916125
keine klinische Atrophie 2 1,25000 0,353553
Kontrolle 2 1,00000 0,000000
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3.4.3 Deskriptive Statistik zum Immunoreaktiven Score
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Abbildung 27 Graphische Darstellung des Immunoreaktiven Scores des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von vWF in Abhéngigkeit des
klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes

Tabelle 37: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von vWF
beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Farbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 5,65625 3,153619
keine klinische Atrophie 2 3,50000 0,707107
Kontrolle 2 6,25000 1,767767
Transplantat klinische Atrophie 8 3,26750 1,953047
keine klinische Atrophie 2 2,87500 4,065864
Kontrolle 2 3,75000 1,060660
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 3,09375 1,841668
keine klinische Atrophie 2 2,50000 3,535534
Kontrolle 2 4,25000 2,828427
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Tabelle 38: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von vWF
beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Firbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 4,18750 2,328971
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,000000
Kontrolle 2 1,25000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 3,06250 2,448578
keine klinische Atrophie 2 4,06500 1,322290
Kontrolle 2 0,75000 0,353553
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 2,84375 2,219787
keine klinische Atrophie 2 2,00000 1,414214
Kontrolle 2 1,25000 0,353553

3.5 Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS)

Die Daten zur Expression der Stickstoffmonoxid-Synthase sind in den Kapiteln 3.5.1

und 3.5.2 anhand der zwei untersuchten Isoformen zusammengefasst.
3.5.1 Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)

Die Expression von eNOS zeigt den untersuchten Parametern ,,Positivitidt wie auch
,Farbeintensitdt einen dhnlichen Verlauf. Die durch die hohen Werte ausgedriickte
starke Expression von eNOS ist vor allem zum ersten Einheilzeitpunkt in allen ROIs zu
finden. Der Unterschied der Mittelwerte bei gleichen Varianzen kann zumindest bzgl.
des Parameters ,,Positivitit® als statistisch signifikant bezeichnet werden:

MWpos zum 1. ZP = 222, MW pos zum 2. ZP = 1,84,
#(70) = 2,305, p = 0,024, a = 0,05. (Tabellen 93 und 94, Anhang 7.1.5.1)

Des Weiteren fillt in der Analyse der Daten eine vermehrte Expression im Bereich
,lransplantatlager gegeniiber den anderen zwei ROIs ,Transplantat® und

,,Ubergangsbereich® auf. Dieser Unterschied ist in allen drei untersuchten Parameter
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ebenfalls als signifikant zu bezeichnen:

p s = 0,004, p pos = 0,019 und p g = 0,019. (Tabellen 95 und 96, Anhang 7.1.5.1)

Des Weiteren zeigen sich hohere Werte in der Gruppe ,,keine klinische Atrophie®. Die
Mittelwerte zeigen hier auch signifikante Unterschiede, wenn der erste Zeitpunkt
gesondert betrachtet wird:

p ws = 0026 und p g = 0,026. (Tabellen 97 und 98, Anhang 7.1.5.1)

Insgesamt befinden sich die gefunden Werte auf hohem Niveau. Der IRS zum ersten
Einheilzeitpunkt liegt in der Gruppe ,,keine klinische Atrophie* im Transplantatlager

bei 7,5, im Transplantat bei 4,58 und im Ubergangsbereich bei 5,5.

Die Tabellen 39, 40 und die Abbildung 27 verdeutlichen die deskriptive Statistik
beziiglich der Positivitit. Die Farbeintensitédt ldsst sich aus den Tabellen 41 und 42
sowie aus der Abbildung 28 erkennen. Zusammenfassend zeigen die Tabellen 43, 44
und die Abbildung 29 den Immunoreaktiven Score nach Anfarbung auf eNOS.

Die statistischen Auswertungen beziiglich der Signifikanz finden sich im Anhang,

Kapitel 7.1.5.1.

80



ERGEBNISSE

3.5.1.1 Deskriptive Statistik zur Positivitét
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Abbildung 28 Graphische Darstellung der Positivitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von eNOS in Abhéngigkeit
des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes

Tabelle 39: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von eNOS
beziiglich der Positivitiit der Firbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,56250 0,495516
keine klinische Atrophie 2 2,75000 0,353553
Kontrolle 2 2,50000 0,707107
Transplantat klinische Atrophie 8 2,00000 0,481812
keine klinische Atrophie 2 2,16500 0,233345
Kontrolle 2 1,62500 0,530330
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 2,00000 0,654654
keine klinische Atrophie 2 2,75000 0,353553
Kontrolle 2 2,00000 0,000000
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Tabelle 40: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von eNOS
beziiglich der Positivitiit der Firbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,12500 1,157275
keine klinische Atrophie 2 2,25000 0,353553
Kontrolle 2 1,50000 0,707107
Transplantat klinische Atrophie 8 1,81250 0,798995
keine klinische Atrophie 2 1,67000 0,000000
Kontrolle 2 1,00000 0,707107
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 2,00000 0,707107
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,000000
Kontrolle 2 1,00000 0,707107

3.5.1.2 Deskriptive Statistik zur Farbeintensitit
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Abbildung 29 Graphische Darstellung der Firbeintensitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von eNOS in Abhéngigkeit
des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 41: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von eNOS
beziiglich der Féarbeintensitiit der Firbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 1,93750 0,417261
keine klinische Atrophie 2 2,75000 0,353553
Kontrolle 2 2,25000 1,060660
Transplantat klinische Atrophie 8 1,75000 0,353553
keine klinische Atrophie 2 2,08500 0,120208
Kontrolle 2 1,62500 0,530330
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,56250 0,678101
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,000000
Kontrolle 2 2,00000 0,707107

Tabelle 42: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von eNOS
beziiglich der Farbeintensitiit der Firbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,00000 1,164965
keine klinische Atrophie 2 2,25000 0,353553
Kontrolle 2 1,75000 1,060660
Transplantat klinische Atrophie 8 1,53125 0,687094
keine klinische Atrophie 2 1,41500 0,120208
Kontrolle 2 0,75000 0,353553
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,93750 0,495516
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,000000
Kontrolle 2 1,25000 1,060660
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3.5.1.3 Deskriptive Statistik zum Immunoreaktiven Score
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Abbildung 30: Graphische Darstellung des Immunoreaktiven Scores des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von eNOS in Abhéngigkeit
des klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes

Tabelle 43: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von eNOS
beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Firbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 5,09375 1,889527
keine klinische Atrophie 2 7,50000 0,000000
Kontrolle 2 6,00000 4,242641
Transplantat klinische Atrophie 8 3,65875 1,317925
keine klinische Atrophie 2 4,58000 0,353553
Kontrolle 2 3,50000 0,707107
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 3,40625 2,594422
keine klinische Atrophie 2 5,50000 0,707107
Kontrolle 2 4,00000 1,414214
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Tabelle 44: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von eNOS
beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Firbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 5,37500 3,833592
keine klinische Atrophie 2 5,12500 1,590990
Kontrolle 2 3,00000 2,828427
Transplantat klinische Atrophie 8 3,29750 1,721351
keine klinische Atrophie 2 2,45500 0,176777
Kontrolle 2 1,00000 0,707107
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 4,09375 2,030735
keine klinische Atrophie 2 3,00000 0,000000
Kontrolle 2 1,62500 1,944544

3.5.2 Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)

Die Expression von iNOS in den untersuchten Préparaten zeigt den zwei Gruppen
,klinische Atrophie und ,,keine klinische Atrophie* eine Abschwichung der Werte im
Zeitverlauf der zwei Einheilzeitpunkte. Von einem hohen Niveau am Zeitpunkt eins
ausgehend, wird die Expression von iNOS beziiglich Positivitdt und Firbeintensitit
geringer. Dieser Unterschied ldsst sich als statistisch signifikant bezeichnen; bei
gleichen Varianzen zeigen die Mittelwerte in allen drei untersuchten Parametern
,HPositivitit (POS), ,,Farbeintensitit (FI) und dem ,,Immunoreaktiven Score* (IRS)
statistisch hoch signifikante Unterschiede:

IRS: #70) = 4,301, p = 0,000, a = 0,05. (Tabellen 101 und 102, Anhang 7.1.5.2)

Analog zur untersuchten Isoform eNOS zeigt auch bei der Farbung auf iNOS die ROI
,» I ransplantatlager” mehr Expression. Auch hier zeit der Vergleich der Mittelwerte bei
gleichen Varianzen einen signifikanten Unterschied:

IRS: #(46) = 2,832, p = 0,007, o = 0,05. (Tabellen 103 und 104, Anhang 7.1.5.2)
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Dies ist vor allem am ersten Einheilzeitpunkt zu beobachten.

Der Unterschied zwischen den Gruppen ,keine klinische Atrophie® und ,klinische
Atrophie ist gering zu Gunsten einer vermehrten Expression in der Gruppe ,.keine
klinische Atrophie® verschoben, jedoch ohne statistisch relevante Unterschiede
(Tabellen 99 und 100, Anhang 7.1.5.2)

Die IRS Werten dieser Gruppe zum ersten untersuchten Zeitpunkt von 7,00 in der ROI
,Transplantatlager, 5,04 im , Transplantat und 5,75 im ,,Ubergangsbereich* zeigen
das starke Expression zu Beginn. Im weiteren Verlauf nehmen alle Werte in allen ROIs

beider Gruppen kontinuierlich ab.

Die Tabellen 45, 46 und die Abbildung 30 verdeutlichen die deskriptive Statistik
beziiglich der Positivitdt. Die Férbeintensitét ldsst sich aus den Tabellen 47 und 48
sowie aus der Abbildung 31 erkennen. Zusammenfassend zeigen die Tabellen 49, 50
und die Abbildung 32 den Immunoreaktiven Score nach Anfarbung auf iNOS. Die
statistische Auswertung findet sich im Anhang, Kapitel 7.1.5.2.

3.5.2.1 Deskriptive Statistik zur Positivitét T Transplantatlager
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Abbildung 31: Graphische Darstellung der Positivitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von iNOS in Abhiingigkeit des
klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 45: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von iNOS
beziiglich der Positivitiit der Firbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,81250 0,258775
keine klinische Atrophie 2 2,75000 0,353553
Kontrolle 2 2,75000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 2,03125 0,471273
keine klinische Atrophie 2 2,25000 0,113137
Kontrolle 2 1,25000 0,353553
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 2,31250 0,703943
keine klinische Atrophie 2 2,75000 0,353553
Kontrolle 2 1,25000 0,353553

Tabelle 46: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von iNOS
beziiglich der Positivitiit der Firbung

Positivitat
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,18750 0,593867
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,707107
Kontrolle 2 1,00000 0,707107
Transplantat klinische Atrophie 8 1,43750 0,608716
keine klinische Atrophie 2 2,17000 0,000000
Kontrolle 2 0,87500 0,883883
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,93750 0,562996
keine klinische Atrophie 2 2,00000 0,707107
Kontrolle 2 0,75000 1,060660
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3.5.2.2 Deskriptive Statistik zur Farbeintensitit
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Abbildung 32: Graphische Darstellung der Firbeintensitit des Transplantats,
Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von iNOS in Abhiingigkeit des
klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes

Tabelle 47: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von iNOS
beziiglich der Farbeintensitiit der Firbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 2,31250 0,372012
keine klinische Atrophie 2 2,50000 0,707107
Kontrolle 2 2,25000 0,353553
Transplantat klinische Atrophie 8 1,96875 0,431722
keine klinische Atrophie 2 2,16500 0,473762
Kontrolle 2 1,50000 0,707107
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 2,31250 0,593867
keine klinische Atrophie 2 2,00000 1,414214
Kontrolle 2 1,75000 0,353553
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Tabelle 48: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von iNOS
beziiglich der Firbeintensitiit der Firbung

Farbeintensitat

N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 1,81250 0,530330
keine klinische Atrophie 2 1,25000 0,353553
Kontrolle 2 1,50000 1,414214
Transplantat klinische Atrophie 8 1,43750 0,578638
keine klinische Atrophie 2 1,58000 0,353553
Kontrolle 2 1,50000 1,414214
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 1,75000 0,654654
keine klinische Atrophie 2 1,50000 0,707107
Kontrolle 2 1,00000 1,414214

3.5.2.3 Deskriptive Statistik zum Immunoreaktiven Score
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Abbildung 33: Graphische Darstellung des Immunoreaktiven Scores des Transplantats,

Transplantatlagers und Ubergangsbereich nach Anfirbung von iNOS in Abhiingigkeit des
klinischen Erscheinungsbildes und des Einheilzeitpunktes
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Tabelle 49: Zeitpunkt 1. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von iNOS
beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Firbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 6,53125 1,378648
keine klinische Atrophie 2 7,00000 2,828427
Kontrolle 2 6,25000 1,767767
Transplantat klinische Atrophie 8 4,20500 1,509352
keine klinische Atrophie 2 5,04000 1,357645
Kontrolle 2 2,50000 2,121320
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 5,62500 2,709112
keine klinische Atrophie 2 5,75000 4,596194
Kontrolle 2 2,12500 0,176777

Tabelle 50: Zeitpunkt 2. Deskriptive Statistik: Standardabweichung und Mittelwerte
des Transplantats, Transplantatlagers und Ubergangsbereichs nach Anfirbung von iNOS
beziiglich des Immunoreaktiven Scores der Firbung

IRS
N Mittelwert Standardabweichung
Transplantatlager klinische Atrophie 8 4,15625 1,977270
keine klinische Atrophie 2 2,37500 0,176777
Kontrolle 2 2,00000 2,474874
Transplantat klinische Atrophie 8 2,53250 1,767983
keine klinische Atrophie 2 3,54000 0,763675
Kontrolle 2 1,94000 2,559727
Ubergangsbereich klinische Atrophie 8 3,56250 1,998884
keine klinische Atrophie 2 3,25000 2,474874
Kontrolle 2 1,50000 2,121320
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4 Diskussion

In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie stellt die Transplantation von autologem
Knochen nach wie vor den Goldstandard bei der Rekonstruktion kndcherner Defekte
dar. Lediglich das autologe Knochentransplantat erfiillt die drei Prinzipien der Kno-

chenneubildung; Osteogenitit, Osteoinduktion und Osteokonduktion.[134; 21; 22; 33]

Unter Osteogenitit versteht man die Synthese neuen Knochengewebes durch differen-
zierte Osteoblasten oder Osteoprogenitorzellen in Abwesenheit undifferenzierter
Stammzellen. Osteoinduktion bezeichnet die Proliferation und Differenzierung me-
senchymaler Stammzellen zu Chondroblasten und Osteoblasten, die nachfolgend neuen
Knochen bilden. Die Leitschienenfunktion, die die Proliferation von Osteoblasten
entlang der eingebrachten Materialien beschreibt, wird als osteokonduktive Eigenschaft
eines Materials bezeichnet.

Die als Remodelling bezeichneten Umbauvorgidnge innerhalb des Knochengewebes, bei
dem bereits vorhandener Geflechtknochen durch funktionell hoherwertigen La-
mellenknochen ersetzt wird und die damit einhergehenden angiogenen Fihigkeiten, die
eine rasche Revitalisierung des Transplantates aus der Umgebung gewihrleisten, sind
vor allem beim autologen Knochentransplantat gegeben.[116]

Diese Prozesse werden durch eine Vielzahl an Wachstumstfaktoren und osteoinduktiven
Proteinen wie den Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) gesteuert. Die kapilldre
GefdBbildung, die Proliferation und Differenzierung mesenchymaler Stammzellen und
Osteoprogenitorzellen sowie die Aktivierung von Makrophagen spielen in der
Regulation dieser Vorginge ebenfalls eine entscheidende Rolle.[6; 88]

Der autologe Knochen erfiillt diese Bedingungen von allen Knochentransplantaten am
besten und gilt auf Grund der guten Prognostizierbarkeit als etablierte Methode in der

rekonstruktiven Chirurgie.

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Konditionierungen des Trans-
plantatlagers und deren klinischer Erfolg miteinander verglichen. Auf Grundlage dieser
Ergebnisse konnte die Expression von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
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sowie Marker der Revaskularisierung im Transplantatlager und im Transplantat und

deren Einfluss auf den Grad der klinischen Atrophie ndher untersucht werden.
4.1 Tierexperimentelle Untersuchungen als Grundlage

Die dieser Arbeit zu Grunde liegenden Proben der tierexperimentellen Untersuchungen
am Schafmodell wurden von Reuther im Rahmen der Arbeit liber die Qualitit des
autologen Knochentransplantates und Transplantatlagers in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie gewonnen.[110]

Das eingesetzte Schafmodell zeigt sich im Bezug auf Anatomie, Gréfle und Korper-
gewicht als Versuchtier gut geeignet. Auch die quantitativen Schwankungen der
Hormonprofile im Zeitverlauf dhneln denen des Menschen.[56]

Die in dieser Studie untersuchten Knochenstrukturen weisen ebenfalls eine grofle
Gemeinsamkeit zwischen dem Mensch und dem Versuchtier Schaf auf.[103; 131]

Auch der Knochenstoffwechsel sowie die Knochenregenerationsraten sind vergleich-
bar.[132; 57; 44]

Des Weiteren spricht die umfangreiche Datenlage und die Etablierung des Schafmodells
fiir die Eignung, die Fragestellungen zur Modifikation des Transplantatlagers bei

Unterkieferaugmentationsplastiken zu beantworten.

Die beste Methode stellt die Kombination der resorbierbaren Membran Bio-Gide® und
des Knochenersatzmaterials Bio-Oss® mit einem kortikospongidsen Knochentrans-
plantat entsprechend der in Kapitel 2.2.1.2.5 und Abbildung 7 dargestellten Methode
dar.[110; 1; 2]

Hier konnten bereits nach vier Wochen an den Bio-Oss®-Partikeln osteoblastire Zellen
und nach 12 Wochen neu gebildeter, trabekulirer Knochen in und um die Bio-Oss®-
Partikel nachgewiesen werden. Die Vorteile der Kombination des Knochener-
satzmaterials Bio-Oss® mit einer Bio-Gide® Membran, die im Sinne einer Guided Bone
Regeneration (GBR) schnell wachsende nicht osteogene Gewebe von einer Invasion in
den Knochendefekt abhidlt und somit einen mechanischen Schutz des Transplantates
und des umgebenden KEM gewihrleistet, scheinen der Grund fiir die Reduktion der

Knochenresorption zu sein.[110]
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Die Kombination von Bio-Oss® mit einer resorbierbaren Membran im Sinne der GBR

ist bereits aus anderen Voruntersuchungen als Erfolg versprechende Methode be-

kannt.[3; 85]

Auch wenn Voruntersuchungen bereits die Biokompatibilitit von Bio-Oss® ohne end-
ziindliche Verdnderungen des Empfingerbettes zeigen konnten, traten die einzigen
Infektionen in der vorliegenden Studie in den Transplantaten der Kondtionierung mit
Bio-Oss® auf.[139; 110]

Die Tatsache, dass Bio-Oss® als xenogenes Transplantat auch nach Deproteinierung
noch immer kleine Mengen an potentiell antigenen Proteinen enthélt und die durch die
langsame Resorption verldngerte Immunantwort durch Bio-Oss® verbunden mit einer

Fremdkorperreaktion scheinen als Erkldrung fiir die aufgetretenen Infektionen

denkbar.[110]

Die mit Bio-Oss® und der Bio-Gide® Membran konditionierten Priparate wurden auf
Grund der geringeren Resorption als Gruppe ,,keine klinische Atrophie* allen anderen
Konditionierungen, die als Gruppe ,klinische Atrophie® zusammengefasst wurde, ge-
geniiber gestellt. Die hohe Rate an Resorptionen innerhalb dieser Gruppe deckt sich mit
den Angaben aus der Literatur iiber die Resorption von Beckenkammtransplantaten.[53;

3;43; 41, 42; 36; 68]

4.2 Immunhistochemische Untersuchungen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression verschiedener Wachstumsfaktoren,
osteoinduktiver Faktoren und Marker des Endothels und der Revaskularisierung in drei
ROIs des Priparates, dem , Transplantat, ,Transplantatlager* und dem ,,Uber-
gangsbereich® zu einem friihen und einem spéten Einheilzeitpunkt untersucht. Hier
sollen die in Kap. 3 dargestellten Ergebnisse gesondert fiir jeden untersuchten Anti-

korper hinsichtlicher ihrer Bedeutung bewertet und untersucht werden.
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4.2.1 Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2)

Die starke Expression von BMP-2 in der Gruppe ,.keine klinische Atrophie® und die
dort auffallende Expression vor allem zum zweiten Einheilzeitpunkt in der ROI
,»Iransplantat”, ldsst auf die Bedeutung von BMP-2 fiir die Ossifikation schlie3en.
BMP-2, kann als osteoinduktiver Faktor Stammzellen rekrutieren und in osteoblastire
und chondrozytédre Zellen differenzieren. Weiterhin fiihrt BMP-2 zur Proliferation von
Osteoblasten und zur Synthese von Kollagen und Osteoclacin und besitzt damit eine
entscheidende Rolle fiir den Knochenstoffwechsel wie bereits in mehreren Arbeiten
gezeigt werden konnte.[14; 17; 52; 12; 13]

Auch der klinische Einsatz von BMP-2 als Katalysator ossidrer Remodelling- und In-
tegrationsprozesse wurde untersucht und bewies sich speziell im Bezug auf
Augmentationsverfahren im mund-, kiefer- und gesichtschirurgischen Bereich als

vorteilhaft.[17; 16; 63]

Signifikant mehr Expression fand sich in der ROI ,,Transplantat* und deutlich mehr
BMP-2 wurde in der Bio-Oss® Ummantellung im Gegensatz zu den Konditionierungen
ohne Verwendung von Knochenersatzmaterialien exprimiert. (siche hierzu Ergebnisteil,
Kapitel 3.1)

Die Tatsache, dass BMP-2 vor allem in der Spéatphase von Ossifikationsprozessen ver-
starkt exprimiert wird, wie auch in dieser Studie festgestellt werden konnte, deckt sich
mit den Berichten aus der Literatur.[14]

Die Tatsache, dass gerade in der Gruppe ,,keine klinische Atrophie, in der nach der
kompletten Einheilzeit die meiste Knochensubstanz vorhanden war, am stirksten BMP-
2 exprimiert wurde, ldsst sich ebenfalls mit der osteoinduktiven Potenz und der
Féhigkeit zur Proliferation von ossdren Zellen und damit der Synthese von Knochen-
gewebe erkldren. In dieser Gruppe wurde mit Abstand am meisten neues Knochen-
gewebe gebildet und somit war auch hier die gemessene Expression von BMP-2 am
grofiten.

Die starke Expression von BMP-2 in der ROI , Transplantat spricht fiir eine gute
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Vaskularisierung des Transplantates und Zugangsmoglichkeit im Rahmen der thera-

peutischen Nutzung von BMP-2

Die klinische Anwendung von BMP-2 als osteoinduktiver Faktor in Zusammenhang mit
der hier vorgestellten Konditionierung des Transplantatlagers entsprechend der Gruppe
,keine klinische Atrophie®, wére in weiteren Studien auf ihre Wirksamkeit und ihren
Nutzen hin zu untersuchen. Dies scheint auf Grund der signifikant stirkeren Expression
von BMP-2 in den immunhistochemischen Untersuchungen und die fehlende bzw.
geringe  Atrophie des Transplantates in der klinischen Bewertung, ein

vielversprechender Ansatz zu sein.

4.2.2 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Vacular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein die Angiogenese induzierendes
Zytokin. VEGF regt die Proliferation von Endothelzellen an und wirkt dariiber hinaus
vasodilatativ.[143; 50]

Die Bedeutung von VEGF im Rahmen von Ossifkationsprozessen besteht in der chemo-
taktischen Migration von humanen Osteozyten, der Maturation von neu entstandenem
Kallus und in der Eigenschaft als Wachstumsfaktor der Angiogenese, den

Knochenersatz und Knochenumsatz insgesamt zu fordern.[89]

Die Expression von VEGF in der vorliegenden Studie zeigt zum frithen Einheilzeit-
punkt keinen Unterschied zwischen den Gruppen ,keine klinische Atrophie* und
,klinische Atrophie®. Bei den Fiarbungen zum spiteren Einheilzeitpunkt ergab sich
jedoch eine signifikant vermehrte Expression von VEGF in der Gruppe ,.keine klinische
Atrophie®, hier vor allem in der ROI ,, Transplantat. Diese Beobachtung fult vor allem
auf der gesunkenen Expression in der Kontrollgruppe bei in etwa gleich bleibenden
Werten in der Gruppe ,keine klinische Atrophie*. Insgesamt bewegt sich die
Expression von VEGF in der vorliegenden Untersuchung auf mittlerem Niveau. Siehe

hierzu die Ausfiihrungen im Ergebnisteil, Kapitel 3.2.
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Die Tatsache, dass VEGF vor allem in den frithen Stadien der Knochenbildung und —
heilung exprimiert wird, deckt sich mit Berichten aus der Literatur.[124; 101]
Die gleichbleibend hohe Expression in der Gruppe ,,kein klinische Atrophie®, also der
Modifikation mit Bio-Oss® und Bio-Gide®, im Gegensatz zur sinkenden Expression in
der Kontrollgruppe liee sich durch die verspitete Einwanderung von angiogenetischen
Faktoren vom Transplantatlager in das Transplantat erkldren. In der ROI ,, Transplantat®
zeigt sich eine signifkant vermehrte Expression von VEGF im Gegensatz zur
untersuchten ROI ,, Transplantatlager®.

Diese unterschiedliche Expression in den untersuchten ROIs sowie die Tatsache, dass
die Expression in der Kontrollgruppe im Zeitverlauf sinkt, wihrend sie in der Gruppe
,keine klinische Atrophie® gleichbleibend hoch ist, lieBe sich mit den Beobachtungen

von Adeyemo et al. erkldren.[1; 2]

In Adeyemos Arbeit ist die durch Bio-Gide® und Bio-Oss® kreierte Barriere fiir die
verspitete Revaskularisierung verantwortlich.

Dies konnte die anhaltend hohe Expression in der Gruppe ,.keine klinische Atrophie® im
Vergleich zur Kontrollgruppe und die signifikant vermehrte Expression im Bereich des

Transplantates im Gegensatz zum Transplantatlager erkléren.

Die vermehrte Expression von VEGF als obligatorischer Faktor der Knochenheilung in
der Modifikation, die mit deutlich weniger Atrophie in den klinischen Vorunter-
suchungen einherging, spricht fiir die Bedeutung von VEGEF fiir die Revaskularisation

im Rahmen der Ossifikationsprozesse im Transplantat.

4.2.3 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor (VEGFR)

Die Bedeutung der gewonnen Ergebnisse der beiden untersuchten Isoformen werden in

den Kapiteln 4.2.3.1 und 4.2.3.2 dargestellt.
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4.2.3.1 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-1 (VEGFR-1)

VEGFR-1 wird vor allem auf Endothelzellen exprimiert und kommt im Rahmen der
Knochenbildung und -heilung auch auf Osteoprogenitorzellen und Osteoblasten

vor.[37; 38; 132]

In den vorliegenden Daten zeigt sich eine signifikant vermehrte Expression von
VEGFR-1 zum frithen Einheilzeitpunkt gegeniiber dem spéteren Einheilzeitpunkt. Die
Konditionierung des Transplantatlagers mit Bio-Gide® und Bio-Oss® als Gruppe ,.keine
klinische Atrophie* exprimiert ebenfalls signifikant mehr VEGFR-1 als die
Kontrollgruppe zum zweiten Einheilzeitpunkt. Siehe hierzu die Ausfiihrungen im
Ergebnisteil, Kapitel 3.3.1.

Dies deckt sich mit den Berichten aus der Literatur, die ebenfalls die vermehrte Ex-
pression von VEGF und damit auch seinem Rezeptor VEGFR-1 gerade in den frithen

Phasen der Ossifikation beschreiben.[124; 101]

VEGR-1 als eine Isoform der Rezeptoren von VEGF und ebenfalls Marker der Re-
vaskularisation zeigt eine dhnliche Expression wie VEGF in den untersuchten Prépa-
raten und unterstreicht die Bedeutung von VEGF fiir die Revaskularisierung im Rah-
men der Ossifikationsprozesse. Insbesondere in der Konditionierung, die auch mit

einem mehr an neu gebildetem Knochen einherging.

4.2.3.2 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-2 (VEGFR-2)

Die zweite untersuchte Isoform der VEGF Rezeptoren, der VEGFR-2 ist wie VEGFR-1
ein Indikator fiir die Revaskularisation. VEGFR-2 wird vor allem auf Endothelzellen

exprimiert und scheint dariiber hinaus die Endothelzellenproliferation zu

induzieren.[129; 77]

Die Expression von VEGFR-2 in den vorliegenden Untersuchungen zeigt sich wie auch
in der Analyse der Daten zum VEGF und dessen Rezeptor VEGFR-1 eine signifikant

vermehrte Expression zum ersten Einheilzeitpunkt gegeniiber dem zweiten Zeitpunkt.
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Signifikant mehr VEGFR-2 wird in der Konditionierung des Transplantatlagers mit
Bio-Gide® und Bio-Oss® als Gruppe ,keine klinische Atrophie* gefunden. Weitere

Einzeilheiten hierzu finden sich im Ergebnisteil, Kapitel 3.3.2.

Die Analogie der Expression von VEGFR-2 zu der untersuchten Isoform VEGFR-1
sowie zum Liganden der zwei Rezeptoren VEGF sollte zusammenfassend als Spiegel
der Revaskularisierung betrachtet werden.

Zum einen stiitzt die Tatsache, dass sich eine vermehrte Expression aller drei VEGF
assoziierten untersuchten Antikorpern zum ersten Einheilzeitpunkt fand, die Daten aus
der Literatur, dass VEGF vor allem in den friihen Stadien der Knochenbildung und —

heilung von herausragender Bedeutung ist.[124; 101]

Dariiber hinaus ist die vermehrte Expression in der mit Bio-Gide® und Bio-Oss®
modifizierten Konditionierung und die damit verbundene vermehrte Revaskularisation
fiir die verringerte klinische Atrophie und die Stabilitdt des neu gebildeten Knochens im

Rahmen dieser Untersuchung als immanent wichtig zu erachten.

4.2.4 von-Willebrand-Factor (vVWF)

Die insgesamt relative geringe Expression von VWF in den untersuchten Priparaten
geht mit einer signifikant vermehrten Expression zum ersten Einheilzeitpunkt einher,
auch wenn sich diese absolut gesehen auf geringem Niveau bewegt. Kapitel 3.4 dieser

Arbeit geht ndher auf die Ergebnisse der Farbungen auf vWF ein.

Die Tatsache, dass in den vorliegenden Untersuchungen in der Kontrollgruppe ,.klini-
sche Atrophie mehr vWF als in der mit Bio-Gide® und Bio-Oss® konditionierten
Gruppe ,.keine klinische Atrophie* exprimiert wird, lieBe sich dadurch erkldren, dass
vWF in der Literatur neben der Markerfunktion fiir die Identifikation von Endothel
ebenfalls als Marker der endothelialen Dysfunktion beschrieben wird. [82; 85; 27]

Die gestorten Revaskularisierungsprozesse in der Kontrollgruppe und die damit ein-
hergehende Atrophie des Knochentransplantates konnten Ausdruck der gestorten

endothelialen Funktion sein. Somit wére auch die vermehrte Expression des vWF in der
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Gruppe ,klinische Atrophie* als Ausdruck dieser Dysfunktion erklarbar.

4.2.5 Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS)

Stickstoffmonoxid (NO) zeichnet sich im Rahmen des Knochenstoffwechsel durch die
Inhibition von Osteoklasten und die Stimulation der Osteogenese aus.[24]

Dartiber hinaus kann NO seine Wirkung neben dem NO / cGMP-Weg auch direkt oder
nach Reaktion mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Bildung von Peroxynitrit
entfalten. ROS sind in die Regulation von Osteoklasten und Osetoblasten

einbezogen.[60; 108]

4.2.5.1 Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)

Die Expression von eNOS ist im Allgemeinen vor allem in den kortikalen BlutgefdBen,
den Osteozyten und Osteoklasten in den frilhen Phasen der Frakturheilung zu

beobachten.[30; 79]

Dies ist auch in der vorliegenden Arbeit nachzuvollziehen. (sieche Ergebnisteil, Kapitel
3.5.1) Auch hier findet sich zum ersten Einheilzeitpunkt eine signifikant vermehrte
Expression. Die ebenfalls signifikant gesteigerte Expression von eNOS in der ROI
,» Iransplantatlager” lieBe sich durch die dort gesteigerte Revaskularisierung sowie
vermehrt auftretende Osteozyten und Osteoklasten erkldren. Die Analyse der Daten
hinsichtlich der Konditionierungen des Transplantatlagers zeigt eine signifikant
vermehrte Expression in der Gruppe ,.keine klinische Atrophie®. Der Zusammenhang
zwischen der geringeren klinischen Atrophie des Transplantates und der signifikant
vermehrten Expression der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase in der
entsprechenden  Gruppe  unterstreicht die  Bedeutung von eNOS fiir

Ossifikationsprozesse.
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Als Marker der kortikalen Blutgefif3e spiegelt die vermehrte Expression von eNOS die
gesteigerte vaskuldre FEinsprossung in das Transplantatlager, vor allem in der

Konditionierung mit den geringsten atrophischen Veranderungen wieder.

4.2.5.2 Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)

Entgegen den Untersuchungen von Corbett et al. konnte in der Analyse der vorliegen-
den Daten analog zu den Ergebnissen der Farbungen auf eNOS eine Abschwichung der
Werte zum zweiten Einheilzeitpunkt festgestellt werden. Corbett et al. beschreiben eine
vermehrte Expression von iNOS vor allem in der spiteren Phase der Frak-

turheilung.[30]

Ebenfalls analog zu den unter 4.2.5.1 bewerteten Ergebnissen der Farbungen fiir eNOS,
zeigte sich bei der Analyse der ROIs eine signifikant vermehrte Expression im
,» I ransplantatlager gegeniiber der ,, Transplantat® — Gruppe. Des Weiteren war die
Expression in der Gruppe ,.keine klinische Atrophie®, die mit Bio-Gide® und Bio-Oss®

modifiziert wurde gegeniiber der Gruppe ,.klinische Atrophie* signifikant vermehrt.

Die Zusammenschau der Ergebnisse der beiden NOS Isoformen und vor allem die
Tatsache, dass die Expression in der Gruppe ,keine klinische Atrophie* signifikant
vermehrt war, spricht flir die Bedeutung von NO fiir die Frakturheilung und hier vor im
vaskularisierten Transplantatlager.

Vor allem die Inhibition der Osteoklasten sowie die Stimulation der Osteogenese durch
NOS scheinen in diesem Zusammenhang fiir die klinisch verminderte Atrophie in den
Gruppen, in denen auch eine signifikant vermehrte Expression nachweisbar war,

verantwortlich zu sein. [24]
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5 Zusammenfassung

Immunhistochemische Untersuchungen zur Expression von Wachstumsfaktoren
im Rahmen der Vaskularisation knocherner Kieferkammaugmentate im

Schafmodell

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression unterschiedlicher Marker fiir die
Vaskularisation in verschiedenen Modifikationen zur Unterkieferaugmentation mit
autologem kortikospongiosen Beckenkammtransplantaten in-vivo am Schafmodell
untersucht.

Wie schon aus Voruntersuchungen bekannt, zeigte vor allem die Modifikation des
Transplantatlagers in der Kombination einer resorbierbaren Bio-Gide® Membran mit dem
Knochenersatzmaterial Bio-Oss® und einem kortikospongidsen Transplantat die geringsten
Resorptionsraten. Dieser Konditionierung wurden verschiedene andere Modikifationen des
Transplantatlagers gegeniibergestellt und  jeweils die Expression der
Vaskularisationsmarker untersucht und verglichen.

Sowohl die Untersuchungen zur Expression von Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2),
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und seinen Rezeptor-Isoformen VEGF-
Rezeptor 1 und VEGF-Rezeptor 2, sowie den NOS-Isoformen eNOS und iNOS zeigen alle
eine signifikant vermehrte Expression in der Konditionierung mit Bio-Oss® als KEM und
einer resorbierbaren Bio-Gide® Membran. Lediglich die Expression des von-Willebrand-
Faktors (VWF) als Marker des Endothels zeigte keine signifikant vermehrte Expression in
der mit Bio-Oss® und Bio-Gide® modifizierten Gruppe. Hier wiire die Tatsache, dass der
vWF auch als Marker der endothelialen Dysfunktion beschrieben wird und in den klinisch
stirker atrophierten Modifikation vermehrt exprimiert wird, eine Erkldrungsmoglichkeit.
Die Untersuchungen zur Expression der Vaskularisationsmarker hinsichtlich der Regionen
im Augmentat zeigen sowohl bei BMP-2 wie auch bei VEGF und seinen
Rezeptorisoformen VEGF-R1 und VEGF-R2 eine signifikant vermehrte Expression im
Bereich des Transplantates in der Bio-Oss® Modifikation. Diese Ergebnisse stiitzen den
klinischen Aspekt der guten Vaskularisierung des Transplantates und unterstreichen die

Bedeutung der Wachstumsfaktoren fiir die Vaskularisierung im Transplantat. Bei den
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Férbungen auf NOS findet sich eine signifikant vermehrte Expression im Transplantatlager.
Diese Ergebnisse stellen die Bedeutung von NOS fiir die Regulation der Osteogenese und
die direkten Wirkungen auf Osteoblasten und Osteoklasten.

Die Tatsache, dass gerade in der Bio-Oss® Modifikation, in der klinisch die geringste
Resorption zu beobachten war, signifikant mehr Vaskularisationsmarker exprimiert wurden,
ist Nachweis der besseren Vaskularisation dieser Konditionierung und unterstreicht sowohl
den Nutzen von KEM wie Bio-Oss® bei Transplantationen autologen Knochens, wie auch
die Moglichkeiten der therapeutischen Verwendung einzelner Wachstumsfaktoren wie z. B.

BMP-2.
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7 Anhang

7.1  statistische Auswertungen zur Signifikanz
7.1.1 Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2)

Tabelle 51: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Konditionierung

Gruppenstatistiken - BMP-2

Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes

IRS klinische Atrophie 48 4,1125 2,49 0,36

keine klinische Atrophie 12 5,1775 1,9 0,55
Positivitat klinische Atrophie 438 2,0260 0,81 0,12

keine klinische Atrophie 12 2,2292 0,58 0,17
Fl klinische Atrophie 438 1,7760 0,72 0,1

keine klinische Atrophie 12 2,1458 0,39 0,11

Tabelle 52: Test bei unabhéingigen Stichproben, Gruppenvariable = Konditionierung

Test bei unabhdngigen Stichproben - BMP-2 - Konditionierung

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,831 ,366 -1,380 58 173
Varianzen sind nicht gleich -1,625 21,585 ,119
Positivitat  Varianzen sind gleich ,856 ,359 -,815 58 ,418
Varianzen sind nicht gleich -,996 23,150 ,330
Fl Varianzen sind gleich 3,190 ,079 -1,708 58 ,093
Varianzen sind nicht gleich -2,409 32,174 ,022
Test bei unabhdngigen Stichproben - BMP-2 - Konditionierung
T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich -1,06500 77170 -2,60973 47973
Varianzen sind nicht gleich -1,06500 ,65552 -2,42598 ,29598
Positivitat ~ Varianzen sind gleich -,20313] ,24923 -,70202 ,29577
Varianzen sind nicht gleich -,20313 ,20395] -,62487 ,21862
Fl Varianzen sind gleich -,36979 ,21645 -,80307 ,06349
Varianzen sind nicht gleich -,36979 ,15350] -,68240 -,05719
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Tabelle 53: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Zeitpunkt
Gruppenstatistiken - BMP-2
Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Zeitpunkt 1 36 4,8236 2,27 0,38
Zeitpunkt 2 36 3,6742 2,7 0,45
Positivitdt ~ Zeitpunkt 1 36 2,2778 0,59 0,1
Zeitpunkt 2 36 1,7569 0,89 0,15
Fl Zeitpunkt 1 36 1,9722 0,57 0,09
Zeitpunkt 2 36 1,6875 0,84 0,14
Tabelle 54: Test bei unabhéngigen Stichproben, Gruppenvariable = Zeitpunkt
Test bei unabhéng&;en Stichproben - BMP-2 - Zeitpunkt
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich , 787 ,378 1,956 70 ,054
Varianzen sind nicht gleich 1,956 67,987 ,055
Positivitat  Varianzen sind gleich 4,918 ,030 2,913 70 ,005]
Varianzen sind nicht gleich 2,913 60,883 ,005]
Fl Varianzen sind gleich 4,841 ,031 1,687 70 ,096
Varianzen sind nicht gleich 1,687 61,661 ,097
Test bei unabhingigen Stichproben - BMP-2 - Zeitpunkt
T-Test fir die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich 1,14944 ,58754 -,02238 2,32126
Varianzen sind nicht gleich 1,14944 ,58754 -,02299 2,32187
Positivitat ~ Varianzen sind gleich ,52083 ,17880 ,16422 ,87745
Varianzen sind nicht gleich ,52083 ,17880 ,16328 ,87839
Fl Varianzen sind gleich ,28472 ,16878 -,05190 ,62135
Varianzen sind nicht gleich ,28472 ,16878 -,05271 ,62215
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Tabelle 55: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = ROIs
Gruppenstatistiken - BMP-2
Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Transplantatlager 24 5,3021 2,41 0,49
Transplantat 24 3,7675 2,25 0,46
Positivitat ~ Transplantatlager 24 2,3750 0,63 0,13
Transplantat 24 1,8646 0,74 0,15
Fl Transplantatlager 24 2,1250 0,54 0,11
Transplantat 24 1,6979 0,7 0,14
Tabelle 56: Test bei unabhiingigen Stichproben, Gruppenvariable = ROIs
Test bei unabhéngigen Stichproben - BMP-2 - ROIs
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,863 ,358 2,281 46 ,027]
Varianzen sind nicht gleich 2,281 45,792 ,027]
Positivitat  Varianzen sind gleich ,011 ,919 2,579 46 ,013
Varianzen sind nicht gleich 2,579 44,908 ,013
Fl Varianzen sind gleich ,922 ,342 2,374 46 ,022
Varianzen sind nicht gleich 2,374 43,116 ,022
Test bei unabhdngigen Stichproben - BMP-2 - ROls
T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich 1,53458] ,67285 ,18021 2,88896
Varianzen sind nicht gleich 1,53458 ,67285] ,18004 2,88912
Positivitdt ~ Varianzen sind gleich ,51042 ,19792 ,11203 ,90880
Varianzen sind nicht gleich ,51042 ,19792 A1177 ,90906
Fl Varianzen sind gleich 42708 ,17994 ,06489 ,78928
Varianzen sind nicht gleich ,42708] ,17994 ,06423 , 78993
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Tabelle 57: Gruppenstatistiken, ROI =  Transplantat, Gruppenvariable =
Konditionierung

Gruppenstatistiken - BMP-2 - Transplantat zu beiden ZP

Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes

IRS klinische Atrophie 16 3,6500 2,08 0,52

keine klinische Atrophie 4 5,9075 1,64 0,82
Positivitat  klinische Atrophie 16 1,8906 0,7 0,17

keine klinische Atrophie 4 2,3125 0,63 0,31
Fl klinische Atrophie 16 1,7031 0,65 0,16

keine klinische Atrophie 4 2,1875 0,52 0,26
Tabelle 58: Test bei unabhingigen Stichproben, ROI = Transplantat,

Gruppenvariable = Konditionierung

Test bei unabhéngigen Stichproben — BMP-2 — Transplantat zu beiden ZP

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,324 ,576 -2,003 18 ,061
Varianzen sind nicht gleich -2,321 5,712 ,062
Positivitat  Varianzen sind gleich ,057] ,813 -1,104 18 ,284
Varianzen sind nicht gleich -1,180 5,045 ,291
Fl Varianzen sind gleich ,258] ,617 -1,370 18 ,188
Varianzen sind nicht gleich -1,588 5,710 ,166

Test bei unabhéangigen Stichproben — BMP-2 — Transplantat zu beiden ZP

T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich -2,25750 1,12727 -4,62581 ,11081
Varianzen sind nicht gleich -2,25750 ,97265] -4,66690 ,15190
Positivitat ~ Varianzen sind gleich -,42188] ,38229 -1,22504 ,38129
Varianzen sind nicht gleich -,42188| ,35756 -1,33853 49478
Fl Varianzen sind gleich -,48438] ,35353 -1,22712 ,25837
Varianzen sind nicht gleich -,48438 ,30509 -1,24020 ,27145
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Tabelle 59: Gruppenstatistiken, ROI = Transplantat, 2. Zeitpunkt Gruppenvariable =
Konditionierung
Gruppenstatistiken - BMP-2 - Transplantat - 2. Zeitpunkt
Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes

IRS klinische Atrophie 8 3,7512 2,82 1

keine klinische Atrophie 2 6,6900 2,21 1,56
Positivitat  klinische Atrophie 8 1,7813 0,95 0,34

keine klinische Atrophie 2 2,6250 0,53 0,38
FI klinische Atrophie 8 1,6875 0,89 0,32

keine klinische Atrophie 2 2,5000 0,35 0,25
Tabelle 60: Test bei unabhingigen Stichproben, ROI = Transplantat, 2. Zeitpunkt,

Gruppenvariable = Konditionierung

Test bei unabhdngigen Stichproben - BMP-2 - Transplantat - 2. Zeitpunkt

Levene-Test der
Varianzgleichheit

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)

IRS Varianzen sind gleich ,244 ,635 -1,349 8 214
Varianzen sind nicht gleich -1,587 1,941 ,257]
Positivitat  Varianzen sind gleich ,696) 428 -1,176 8 ,273
Varianzen sind nicht gleich -1,677 2,970 ,193
Fl Varianzen sind gleich ,845] ,385 -1,216 8 ,259
Varianzen sind nicht gleich -2,016 4,946 ,100

Test bei unabhéngigen Stichproben - BMP-2 - Transplantat - 2. Zeitpunkt

T-Test fUr die Mittelwertgleichheit

95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere

IRS Varianzen sind gleich -2,93875 2,17799 -7,96120 2,08370
Varianzen sind nicht gleich -2,93875 1,85228 -11,14506 5,26756
Positivitdt ~ Varianzen sind gleich -,84375 ,71730 -2,49786 ,81036
Varianzen sind nicht gleich -,84375] ,50320 -2,45429 , 76679
Fl Varianzen sind gleich -,81250 ,66841 -2,35387 , 72887
Varianzen sind nicht gleich -,81250 ,40297 -1,85179 ,22679
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7.1.2  Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Tabelle 61: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Konditionierung
Gruppenstatistiken - VEGF
Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes
IRS klinische Atrophie 48 2,3833 2,09 0,3
keine klinische Atrophie 12 2,7850 1,73 0,5
Positivitat  klinische Atrophie 48 1,4427 0,86 0,12
keine klinische Atrophie 12 1,5975 0,55 0,16
Fl klinische Atrophie 48 1,2500 0,75 0,11
keine klinische Atrophie 12 1,5975 0,59 0,17
Tabelle 62: Test bei unabhéingigen Stichproben, Gruppenvariable = Konditionierung
Test bei unabhé’mgig_]en Stichproben - VEGF - Konditionierung
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich , 710 ,403 -613 58 ,542
Varianzen sind nicht gleich -,688 19,896 ,499
Positivitat  Varianzen sind gleich 2,447 ,123 -,592 58 ,556
Varianzen sind nicht gleich -, 769 26,340 ,449
Fl Varianzen sind gleich 1,817 ,183 -1,499 58 ,139
Varianzen sind nicht gleich -1,728 20,806 ,099
Test bei unabhan gigen Stichproben - VEGF - Konditionierung
T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich -,40167 ,65513 -1,71306 ,90972
Varianzen sind nicht gleich -,40167| ,58393 -1,62014 ,81680
Positivitat Varianzen sind gleich -,15479 ,26156] -,67836 ,36878
Varianzen sind nicht gleich -,15479 ,20128 -,56826 ,25868
Fl Varianzen sind gleich -,34750 ,23188 -,81165 ,11665
Varianzen sind nicht gleich -,34750 ,20116] -, 76606 ,07106
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Tabelle 63: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Zeitpunkt
Gruppenstatistiken - VEGF
Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Zeitpunkt 1 36 3,0778 1,91 0,32
Zeitpunkt 2 36 1,6394 1,87 0,31
Positivitdt ~ Zeitpunkt 1 36 1,7894 0,61 0,1
Zeitpunkt 2 36 1,0278 0,83 0,14
Fl Zeitpunkt 1 36 1,5742 0,54 0,09
Zeitpunkt 2 36 ,9931 0,82 0,14
Tabelle 64: Test bei unabhingigen Stichproben, Gruppenvariable = Zeitpunkt
Test bei unabhénﬂ;en Stichproben - VEGF - Zeitpunkt
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,079 779 3,236 70 ,002
Varianzen sind nicht gleich 3,236 69,969 ,002
Positivitat  Varianzen sind gleich 3,497 ,066 4,418 70 ,000
Varianzen sind nicht gleich 4,418 64,248 ,000
Fl Varianzen sind gleich 8,705 ,004 3,568 70 ,001
Varianzen sind nicht gleich 3,568 60,597 ,001
Test bei unabhdngigen Stichproben - VEGF - Zeitpunkt
T-Test fir die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich 1,43833] 44448 ,55185 2,32482
Varianzen sind nicht gleich 1,43833 44448 ,55184 2,32483
Positivitdat ~ Varianzen sind gleich , 76167 ,17239 41784 1,10549
Varianzen sind nicht gleich , 76167 ,17239 41730 1,10603
Fl Varianzen sind gleich ,58111 ,16285 ,25632 ,90590
Varianzen sind nicht gleich ,58111 ,16285] ,25543 ,90679
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Tabelle 65: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = ROIs
Gruppenstatistiken - VEGF
Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Transplantatlager 24 3,1354 2,45 0,5
Transplantat 24 2,2842 1,9 0,39
Positivitdat ~ Transplantatlager 24 1,6250 0,92 0,19
Transplantat 24 1,3925 0,8 0,16
Fl Transplantatlager 24 1,5208 0,85 0,17
Transplantat 24 1,2675 0,69 0,14
Tabelle 66: Test bei unabhiingigen Stichproben, Gruppenvariable = ROIs
Test bei unabhdngigen Stichproben - VEGF - ROls
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 4,116 ,048 1,348 46 ,184
Varianzen sind nicht gleich 1,348 43,322 ,185
Positivitat  Varianzen sind gleich 1,125 ,294 ,932 46 ,356
Varianzen sind nicht gleich ,932 45,077 ,356
Fl Varianzen sind gleich 1,682 ,201 1,129 46 ,265]
Varianzen sind nicht gleich 1,129 44,162 ,265
Test bei unabhén%;en Stichproben - VEGF - ROIs
T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich ,85125 ,63165 -,42019 2,12269
Varianzen sind nicht gleich ,85125] ,63165] -,42231 2,12481
Positivitat Varianzen sind gleich ,23250 ,24941 -,26953 , 73453
Varianzen sind nicht gleich ,23250 ,24941 -,26981 ,73481
Fl Varianzen sind gleich ,25333 ,22444 -,19844 ,70511
Varianzen sind nicht gleich ,25333] ,22444, -,19895 ,70562
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Tabelle 67: Gruppenstatistiken, ROI = Transplantat, 2. Zeitpunkt Gruppenvariable =
Konditionierung
Gruppenstatistiken - VEGF - Transplantat - 2. Zeitpunkt
Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes

IRS klinische Atrophie 8 1,5338 2,05 0,73

keine klinische Atrophie 2 3,2500 2,01 1,42
Positivitat  klinische Atrophie 8 ,9688 0,85 0,3

keine klinische Atrophie 2 1,7500 0,59 0,42
FI klinische Atrophie 8 ,9375 0,8 0,28

keine klinische Atrophie 2 1,7500 0,59 0,42
Tabelle 68: Test bei unabhingigen Stichproben, ROI = Transplantat, 2. Zeitpunkt,

Gruppenvariable = Konditionierung

Test bei unabhéngiqen Stichproben - VEGF - Transplantat - 2. Zeitpunkt

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,078] , 788 -1,059 8 ,320
Varianzen sind nicht gleich -1,076 1,577 419
Positivitat  Varianzen sind gleich ,395 ,547 -1,202 8 ,264
Varianzen sind nicht gleich -1,513 2,203 ,258
Fl Varianzen sind gleich ,306] ,595 -1,324 8 ,222,
Varianzen sind nicht gleich -1,605 2,049 247
Test bei unabhé’mgﬁ;en Stichproben - VEGF - Transplantat - 2. Zeitpunkt
T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich -1,71625 1,61991 -5,45178 2,01928
Varianzen sind nicht gleich -1,71625 1,59505 -10,68677 7,25427
Positivitdt ~ Varianzen sind gleich -,78125 ,64997 -2,28008 ,71758
Varianzen sind nicht gleich -,78125] ,51639 -2,81814 1,25564
Fl Varianzen sind gleich -,81250 ,61375 -2,22780 ,60280
Varianzen sind nicht gleich -,81250 ,50616] -2,94072 1,31572
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7.1.3 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor (VEGFR)
7.1.3.1 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-1 (VEGFR-1)

Tabelle 69: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Konditionierung

Gruppenstatistiken - VEGFR-1

Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes
IRS klinische Atrophie 48 3,4560 2,49 0,36
keine klinische Atrophie 12 4,8125 2,52 0,73
Positivitat  klinische Atrophie 48 1,8333 0,91 0,13
keine klinische Atrophie 12 2,3333 0,69 0,2
Fl klinische Atrophie 48 1,5417 0,78 0,11
keine klinische Atrophie 12 1,9167 0,61 0,17

Tabelle 70: Test bei unabhéingigen Stichproben, Gruppenvariable = Konditionierung

Test bei unabhdngigen Stichproben - VEGFR-1 - Konditionierung

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 114 , 737 -1,685 58 ,097
Varianzen sind nicht gleich -1,673 16,792 ,113
Positivitdt  Varianzen sind gleich 2,479 121 -1,782 58 ,080
Varianzen sind nicht gleich -2,108 21,766 ,047
Fl Varianzen sind gleich 1,443 ,235) -1,556 58 ,125
Varianzen sind nicht gleich -1,805 21,030 ,085

Test bei unabhdngigen Stichproben - VEGFR-1 - Konditionierung

T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich -1,35646 ,80505 -2,96794 ,25502
Varianzen sind nicht gleich -1,35646 ,81090 -3,06892 ,35601
Positivitdat ~ Varianzen sind gleich -,50000 ,28058 -1,06164 ,06164
Varianzen sind nicht gleich -,50000 ,23724 -,99230 -,00770
Fl Varianzen sind gleich -,37500 ,24098 -,85737 ,10737
Varianzen sind nicht gleich -,37500 , 20775 -,80700 ,05700
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Tabelle 71: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Zeitpunkt
Gruppenstatistiken - VEGFR-1
Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Zeitpunkt 1 36 4,8756 2 0,33
Zeitpunkt 2 36 2,2361 2,38 0,4
Positivitdt ~ Zeitpunkt 1 36 2,3264 0,56 0,09
Zeitpunkt 2 36 1,3403 0,97 0,16
Fl Zeitpunkt 1 36 2,0069 0,51 0,09
Zeitpunkt 2 36 1,1389 0,81 0,13
Tabelle 72: Test bei unabhingigen Stichproben, Gruppenvariable = Zeitpunkt
Test bei unabhénﬂ;en Stichproben - VEGFR-1 - Zeitpunkt
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 1,755 ,190 5,088 70 ,000
Varianzen sind nicht gleich 5,088 67,999 ,000
Positivitat  Varianzen sind gleich 13,256 ,001 5,307 70 ,000
Varianzen sind nicht gleich 5,307 55,955 ,000
Fl Varianzen sind gleich 8,083 ,006) 5,437 70 ,000
Varianzen sind nicht gleich 5,437 59,164 ,000
Test bei unabhénﬂ;en Stichproben - VEGFR-1 - Zeitpunkt
T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich 2,63944 ,51875 1,60482 3,67407
Varianzen sind nicht gleich 2,63944 ,51875] 1,60429 3,67460
Positivitat ~ Varianzen sind gleich ,98611 ,18580 ,61555 1,35667
Varianzen sind nicht gleich ,98611 ,18580 ,61391 1,35832
Fl Varianzen sind gleich ,86806 ,15965 ,54964 1,18647
Varianzen sind nicht gleich ,86806 ,15965] ,54861 1,18750
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Tabelle 73: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = ROIs

Gruppenstatistiken - VEGFR-1

Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Transplantatlager 24 4,5000 3,08 0,63
Transplantat 24 3,5425 2,37 0,48
Positivitat ~ Transplantatlager 24 2,1458 0,88 0,18
Transplantat 24 1,8125 0,99 0,2
Fl Transplantatlager 24 1,7917 0,88 0,18
Transplantat 24 1,5729 0,76 0,15
Tabelle 74: Test bei unabhingigen Stichproben, Gruppenvariable = ROIs
Test bei unabhéngigen Stichproben -VEGFR-1 - ROls
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 2,877 ,097] 1,209 46 ,233
Varianzen sind nicht gleich 1,209 43,157 ,233
Positivitat  Varianzen sind gleich ,294 ,590 1,236 46 ,223
Varianzen sind nicht gleich 1,236 45,387 ,223
Fl Varianzen sind gleich 1,582 ,215) ,921 46 ,362
Varianzen sind nicht gleich ,921 44,944 ,362

Test bei unabhén@en Stichproben -VEGFR-1 - ROls

T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich ,95750 , 79189 -,63649 2,55149
Varianzen sind nicht gleich ,95750 , 79189 -,63933 2,55433
Positivitat Varianzen sind gleich ,33333] ,26968| -,20951 87617
Varianzen sind nicht gleich ,33333 ,26968 -,20970 ,87637
Fl Varianzen sind gleich ,21875 ,23753 -,25937 ,69687
Varianzen sind nicht gleich ,21875] ,23753] -,25967 69717
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Tabelle 75: Gruppenstatistiken, 1. Zeitpunkt, Gruppenvariable = Konditionierung
Gruppenstatistiken - VEGFR-1 - 1. Zeitpunkt
Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes
IRS klinische Atrophie 24 4,4329 1,93 0,39
keine klinische Atrophie 6 6,6250 1,83 0,75
Positivitat  klinische Atrophie 24 2,2604 0,58 0,12
keine klinische Atrophie 6 2,7500 0,42 0,17
Fl klinische Atrophie 24 1,8646 0,51 0,1
keine klinische Atrophie 6 2,3750 0,38 0,15
Tabelle 76: Test bei unabhiingigen Stichproben, 1. Zeitpunkt, Gruppenvariable =
Konditionierung
Test bei unabhédngigen Stichproben - VEGFR-1 -1. Zeitpunkt
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,001 ,976) -2,516 28 ,018
Varianzen sind nicht gleich -2,598 8,023 ,032
Positivitat  Varianzen sind gleich ,528 473 -1,926 28 ,064
Varianzen sind nicht gleich -2,352 10,491 ,039
Fl Varianzen sind gleich 675 ,418 -2,305 28 ,029
Varianzen sind nicht gleich -2,744 9,998 ,021
Test bei unabhéngigen Stichproben - VEGFR-1 -1. Zeitpunkt
T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich -2,19208 ,87126 -3,97677 -,40740
Varianzen sind nicht gleich -2,19208 ,84370 -4,13667 -,24750
Positivitat ~ Varianzen sind gleich -,48958 ,25420 -1,01030 ,03113
Varianzen sind nicht gleich -,48958| ,20812 -,95039 -,02878
Fl Varianzen sind gleich -,51042 ,22145 -,96404 -,05679
Varianzen sind nicht gleich -,51042 ,18600| -,92487 -,09597
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7.1.3.2 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-2 (VEGFR-2)

Tabelle 77: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Konditionierung
Gruppenstatistiken - VEGFR-2
Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes
IRS klinische Atrophie 48 4,0029 2,43 0,35
keine klinische Atrophie 12 4,9067 2,33 0,67
Positivitat  klinische Atrophie 48 1,9635 0,85 0,12
keine klinische Atrophie 12 2,4792 0,57 0,16
Fl klinische Atrophie 48 1,7760 0,67 0,1
keine klinische Atrophie 12 1,9167 0,67 0,19
Tabelle 78: Test bei unabhingigen Stichproben, Gruppenvariable = Konditionierung
Test bei unabhéangigen Stichproben - VEGFR-2 - Konditionierung
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich .000 897, 1.161 68| 251
Varlanzen sind nicht gleich -1,193 17,529 249
Positivitat Varianzen sind gleich 494 485 -1,992 58 051
Varianzen sind nicht gleich -2,519 24,812 019
Fl Varlanzen sind gleich ,001 976 -,648 58 519
Varianzen sind nicht gleich -,651 17.021 524
Test bei unabhdngigen Stichproben - VEGFR-2 - Konditionierung
T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich -,90375 , 77860 -2,46229 ,65479
Varianzen sind nicht gleich -,90375 , 75768 -2,49864 ,69114
Positivitat Varianzen sind gleich -,51562 ,25884; -1,03376 ,00251
Varianzen sind nicht gleich -,51562 ,20472 -,93741 -,09384
Fl Varianzen sind gleich -,14063 ,21691 -,57481 ,29356
Varianzen sind nicht gleich -,14063 ,216006| -,59642 31517
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Tabelle 79: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Zeitpunkt
Gruppenstatistiken - VEGFR-2
Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Zeitpunkt 1 36 5,0628 2,05 0,34
Zeitpunkt 2 36 2,7436 2,62 0,44
Positivitat Zeitpunkt 1 36 2,4028 0,53 0,09
Zeitpunkt 2 36 1,4583 1,03 0,17
Fl Zeitpunkt 1 36 2,0139 0,47 0,08
Zeitpunkt 2 36 1,3958 0,82 0,14
Tabelle 80: Test bei unabhéngigen Stichproben, Gruppenvariable = Zeitpunkt
Test bei unabhénﬂ;en Stichproben - VEGFR-2 - Zeitpunkt
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fir die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 1,273 ,263) 4,181 70 ,000
Varianzen sind nicht gleich 4,181 66,126 ,000
Positivitat  Varianzen sind gleich 18,951 ,000 4,885 70 ,000
Varianzen sind nicht gleich 4,885 52,417 ,000
Fl Varianzen sind gleich 13,338 ,000 3,899 70 ,000
Varianzen sind nicht gleich 3,899 55,864 ,000
Test bei unabhé’mgﬁ;en Stichproben - VEGFR-2 - Zeitpunkt
T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich 2,31917 ,55470 1,21286 3,42547
Varianzen sind nicht gleich 2,31917| ,55470 1,21172 3,42661
Positivitat ~ Varianzen sind gleich ,94444 ,19334 ,55885 1,33004
Varianzen sind nicht gleich ,94444 ,19334 ,55656 1,33233
Fl Varianzen sind gleich ,61806 ,15853 , 30188 ,93423
Varianzen sind nicht gleich ,61806] ,15853 ,30047 , 93564
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Tabelle 81: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = ROIs

Gruppenstatistiken - VEGFR-2

Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Transplantatlager 24 4,7396 3,18 0,65
Transplantat 24 3,7617 2,25 0,46
Positivitdat ~ Transplantatlager 24 2,1042 1,08 0,22
Transplantat 24 1,8542 0,83 0,17
FI Transplantatlager 24 1,8958 0,78 0,16
Transplantat 24 1,7188 0,74 0,15

Tabelle 82: Test bei unabhiingigen Stichproben, Gruppenvariable = ROIs

Test bei unabhéngﬂen Stichproben - VEGFR-2 - ROls

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 7,425 ,009 1,230 46 ,225]
Varianzen sind nicht gleich 1,230 41,450 ,226)
Positivitat  Varianzen sind gleich 3,575 ,065 ,899 46 374
Varianzen sind nicht gleich ,899 43,018 374
Fl Varianzen sind gleich ,803] ,375 ,806 46 424
Varianzen sind nicht gleich ,806 45,887 424

Test bei unabhingigen Stichproben - VEGFR-2 - ROIs

T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich ,97792 ,79535 -,62304 2,57887
Varianzen sind nicht gleich 97792 , 79535 -,62779 2,58362
Positivitat Varianzen sind gleich ,25000 ,27822, -,31003 ,81003
Varianzen sind nicht gleich ,25000 ,27822 -,31108 ,81108
Fl Varianzen sind gleich ,17708 ,21974 -,26523 ,61940
Varianzen sind nicht gleich ,(17708] ,21974 -,26526 ,61943
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Tabelle 83: Gruppenstatistiken, 2. Zeitpunkt, Gruppenvariable = Konditionierung
Gruppenstatistiken - VEGFR-2 - 2. Zeitpunkt
Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes
IRS klinische Atrophie 24 3,0887 2,7 0,55
keine klinische Atrophie 6 3,8967 2,15 0,88
Positivitat  klinische Atrophie 24 1,5521 0,97 0,2
keine klinische Atrophie 6 2,2917 0,6 0,25
Fl klinische Atrophie 24 1,5417 0,8 0,16
keine klinische Atrophie 6 1,6667 0,75 0,31
Tabelle 84: Test bei unabhiingigen Stichproben, 2. Zeitpunkt, Gruppenvariable =
Konditionierung
Test bei unabhdngigen Stichproben - VEGFR-2 - 2. Zeitpunkt
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,633 ,433 -,678 28 ,503
Varianzen sind nicht gleich -,780 9,410 ,454
Positivitdat  Varianzen sind gleich 2,363 ,136 -1,776 28 ,087
Varianzen sind nicht gleich -2,350 12,447 ,036
Fl Varianzen sind gleich ,036 ,852 -,345 28 , 733
Varianzen sind nicht gleich -,359 8,107 729
Test bei unabhéingigen Stichproben - VEGFR-2 - 2. Zeitpunkt
T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz|{ der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich -,80792 1,19100, -3,24757 1,63173
Varianzen sind nicht gleich -,80792 1,03550 -3,13491 1,51908
Positivitat Varianzen sind gleich -,73958 , 41636 -1,59247 ,11330
Varianzen sind nicht gleich -,73958 ,31466 -1,42246 -,05671
Fl Varianzen sind gleich -,12500 ,36256) -,86767 61767
Varianzen sind nicht gleich -,12500 ,34831 -,92635 ,67635
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7.1.4 von-Willebrand-Faktor (VWF)

Tabelle 85: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Konditionierung
Gruppenstatistiken - VWF
Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes
IRS klinische Atrophie 48 3,6852 2,44 0,35
keine klinische Atrophie 12 2,7400 1,96 0,57
Positivitat  klinische Atrophie 48 1,8958 0,79 0,11
keine klinische Atrophie 12 1,5208 0,86 0,25
Fl klinische Atrophie 48 1,6563 0,75 0,11
keine klinische Atrophie 12 1,4167 0,8 0,23
Tabelle 86: Test bei unabhiingigen Stichproben, Gruppenvariable = Konditionierung
Test bei unabhéngigen Stichproben - vVWF - Konditionierung
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,678 414 1,241 58 ,219
Varianzen sind nicht gleich 1,418 20,480 71
Positivitat  Varianzen sind gleich ,360 ,551 1,447 58 ,153
Varianzen sind nicht gleich 1,378 16,019 ,187]
Fl Varianzen sind gleich ,054 ,817 977 58 ,333
Varianzen sind nicht gleich ,939 16,184 ,361
Test bei unabhéngﬁ;en Stichproben - vVWF - Konditionierung
T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich ,94521 , 76143 -,57896 2,46937
Varianzen sind nicht gleich ,94521 ,66676) -,44354 2,33396
Positivitat Varianzen sind gleich 37500, ,25921 -,14387 ,89387
Varianzen sind nicht gleich , 37500 ,27212 -,20182 ,95182
Fl Varianzen sind gleich ,23958 ,24527 -,25137 , 73054
Varianzen sind nicht gleich ,23958 ,25509 -,30069 , 77985
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Tabelle 87: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Zeitpunkt
Gruppenstatistiken - VWF
Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Zeitpunkt 1 36 3,9553 2,46 0,41
Zeitpunkt 2 36 2,8439 2,14 0,36
Positivitat Zeitpunkt 1 36 1,9722 0,82 0,14
Zeitpunkt 2 36 1,6042 0,75 0,12
Fl Zeitpunkt 1 36 1,7153 0,75 0,12
Zeitpunkt 2 36 1,4722 0,72 0,12
Tabelle 88: Test bei unabhéngigen Stichproben, Gruppenvariable = Zeitpunkt
Test bei unabhéngigen Stichproben - vVWF - Zeitpunkt
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 1,690 ,198 2,043 70 ,045]
Varianzen sind nicht gleich 2,043 68,656 ,045
Positivitat  Varianzen sind gleich ,015 ,902 1,986 70 ,051
Varianzen sind nicht gleich 1,986 69,354 ,051
Fl Varianzen sind gleich ,252 ,617] 1,402 70 ,165]
Varianzen sind nicht gleich 1,402 69,933 ,165
Test bei unabhén@en Stichproben - VWF - Zeitpunkt
T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich 1,11139 ,54395 ,02651 2,19626
Varianzen sind nicht gleich 1,11139 ,54395] ,02614 2,19664
Positivitat Varianzen sind gleich ,36806 ,18531 -,00154 73765
Varianzen sind nicht gleich ,36806 ,18531 -,00160 73771
Fl Varianzen sind gleich ,24306 ,17336 -,10269 ,58881
Varianzen sind nicht gleich ,24306] ,17336] -,10270 ,58881
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Tabelle 89: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = ROIs

Gruppenstatistiken - VWF
Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Transplantatlager 24 4,3229 2,71 0,55
Transplantat 24 3,0633 2,11 0,43
Positivitdat ~ Transplantatlager 24 2,1042 0,72 0,15
Transplantat 24 1,6771 0,76 0,15
Fl Transplantatlager 24 1,8750 0,66 0,14
Transplantat 24 1,5104 0,72 0,15

Tabelle 90: Test bei unabhiingigen Stichproben, Gruppenvariable = ROIs

Test bei unabhénﬂ;en Stichproben - vVWF - ROIs

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 2,626 ,112 1,796 46 ,079
Varianzen sind nicht gleich 1,796 43,357 ,079
Positivitat  Varianzen sind gleich ,020 ,887 2,000 46 ,051
Varianzen sind nicht gleich 2,000 45,897 ,051
Fl Varianzen sind gleich ,026 ,873 1,829 46 ,074
Varianzen sind nicht gleich 1,829 45,730 ,074

7.1.5 Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS)
7.1.5.1 endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)

Tabelle 91: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Konditionierung

Gruppenstatistiken - eNOS

Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes
IRS klinische Atrophie 48 4,1542 2,39 0,34471
keine klinische Atrophie 12 4,6933 1,82 0,52511
Positivitat  klinische Atrophie 48 2,0833 0,75 0,10795
keine klinische Atrophie 12 2,2642 0,45 0,13025
Fl klinische Atrophie 48 1,7865 0,68 0,09762
keine klinische Atrophie 12 2,0000 0,5 0,14375
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Tabelle 92: Test bei unabhéingigen Stichproben, Gruppenvariable = Konditionierung

Test bei unabhidngigen Stichproben - eNOS - Konditionierung

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 1,336 ,253 -,729 58 ,469
Varianzen sind nicht gleich -,858 21,586 ,400
Positivitat  Varianzen sind gleich 1,982 ,164 -, 799 58 ,428
Varianzen sind nicht gleich -1,069 28,191 ,294
Fl Varianzen sind gleich 1,825 ,182 -1,024 58 ,310
Varianzen sind nicht gleich -1,229 22,371 ,232
Test bei unabhangigen Stichproben - eNOS - Konditionierung
T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich -,53917 , 73948 -2,01939 ,94106
Varianzen sind nicht gleich -,53917| ,62814 -1,84331 , 76497
Positivitat Varianzen sind gleich -,18083 ,22636) -,63395 27228
Varianzen sind nicht gleich -,18083 ,16917 -,52726 ,16559
Fl Varianzen sind gleich -,21354 ,20859 -,63108 ,20400
Varianzen sind nicht gleich -,21354 7377 -,57356 ,14648

Tabelle 93: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Zeitpunkt

Gruppenstatistiken - eNOS

Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Zeitpunkt 1 36 4,4286 2,07 0,35
Zeitpunkt 2 36 3,7372 2,53 0,42
Positivitat ~ Zeitpunkt 1 36 2,2244 0,57 0,09
Zeitpunkt 2 36 1,8428 0,82 0,14
F Zeitpunkt 1 36 1,8728 0,54 0,09
Zeitpunkt 2 36 1,7106 0,78 0,13
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Tabelle 94: Test bei unabhéngigen Stichproben, Gruppenvariable = Zeitpunkt

Test bei unabhé’mgig_jen Stichproben - eNOS - Zeitpunkt

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 1,447 ,233 1,268 70 ,209
Varianzen sind nicht gleich 1,268 67,354 ,209
Positivitat  Varianzen sind gleich 2,149 ,147 2,305 70 ,024
Varianzen sind nicht gleich 2,305 62,362 ,025]
Fl Varianzen sind gleich 4,793 ,032 1,020 70 311
Varianzen sind nicht gleich 1,020 62,417 312

Test bei unabhéngigen Stichproben - eNOS - Zeitpunkt

T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere

IRS Varianzen sind gleich ,69139 ,54543 -,39644 1,77922

Varianzen sind nicht gleich ,69139 ,54543 -,39719 1,77997
Positivitat Varianzen sind gleich ,38167 ,16562 ,05135 , 71198

Varianzen sind nicht gleich , 38167 ,16562 ,05064 , 71269
Fl Varianzen sind gleich ,16222 ,15906 -,15502 47946

Varianzen sind nicht gleich ,16222 ,15906] -,15570 ,48014
Tabelle 95: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = ROIs

Gruppenstatistiken - eNOS
Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes

IRS Transplantatlager 24 5,2917 2,78 0,57

Transplantat 24 3,2800 1,48 0,3
Positivitat ~ Transplantatlager 24 2,3125 0,81 0,16

Transplantat 24 1,8092 0,62 0,13
Fl Transplantatlager 24 2,0625 0,8 0,16

Transplantat 24 1,5833 0,54 0,11
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Tabelle 96: Test bei unabhiingigen Stichproben, Gruppenvariable = ROIs

Test bei unabhénﬂgen Stichproben - eNOS - ROIs

Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 14,789 ,000 3,127 46 ,003
Varianzen sind nicht gleich 3,127 35,062 ,004
Positivitdt ~ Varianzen sind gleich 2,183 ,146 2,424 46 ,019
Varianzen sind nicht gleich 2,424 43,237 ,020
Fl Varianzen sind gleich 3,970 ,052 2,430 46 ,019
Varianzen sind nicht gleich 2,430 40,581 ,020

Test bei unabhéngﬁ;en Stichproben - eNOS - ROIs

T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich 2,01167| ,64342 ,71652 3,30681
Varianzen sind nicht gleich 2,01167| ,64342 , 70553 3,31780
Positivitat Varianzen sind gleich ,50333] , 20763 ,08540 92127
Varianzen sind nicht gleich ,50333 ,20763 ,08468 ,92199
Fl Varianzen sind gleich AT7917 ,19721 ,08221 ,87612
Varianzen sind nicht gleich 47917 ,19721 ,08078 87756

Tabelle 97: Gruppenstatistiken, 2. Zeitpunkt, Gruppenvariable = Konditionierung

Gruppenstatistiken - eNOS - 2. Zeitpunkt
Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes

IRS klinische Atrophie 24 4,0529 2,06 0,42

keine klinische Atrophie 6 5,8600 1,38 0,56
Positivitat  klinische Atrophie 24 2,1875 0,59 0,12

keine klinische Atrophie 6 2,5550 0,39 0,16
Fl klinische Atrophie 24 1,7500 0,51 0,1

keine klinische Atrophie 6 2,2783 0,4 0,16
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Tabelle 98: Test bei unabhiingigen Stichproben, 2. Zeitpunkt, Gruppenvariable =
Konditionierung
Test bei unabhéngigen Stichproben - eNOS - 2. Zeitpunkt
Levene-Test der
Varianzgleichheit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich 1,274 ,269 -2,025 28 ,053
Varianzen sind nicht gleich -2,569 11,338 ,026)
Positivitat  Varianzen sind gleich 3,053 ,092 -1,437 28 ,162
Varianzen sind nicht gleich -1,840 11,556 ,092
Fl Varianzen sind gleich ,728] ,401 -2,368 28 ,025]
Varianzen sind nicht gleich -2,718 9,378 ,023
Test bei unabhéngigen Stichproben - eNOS - 2. Zeitpunkt
T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich -1,80708 ,89252 -3,63534 ,02117
Varianzen sind nicht gleich -1,80708 , 70333 -3,34950 -,26467
Positivitat ~ Varianzen sind gleich -,36750 25577 -,89141 ,15641
Varianzen sind nicht gleich -,36750 ,19977| -,80462 ,06962
Fl Varianzen sind gleich -,52833 ,22309 -,98532 -,07135
Varianzen sind nicht gleich -,52833 ,19437] -,96534 -,09133
7.1.5.2 induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)
Tabelle 99: Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Konditionierung
Gruppenstatistiken - INOS
Standardfehler des
N Mittelwert | Standardabweichung Mittelwertes
IRS klinische Atrophie 48 4,4354 2,26 0,33
keine klinische Atrophie 12 4,4925 2,48 0,72
Positivitat  klinische Atrophie 48 2,1198 0,67 0,1
keine klinische Atrophie 12 2,3200 0,47 0,14
Fl klinische Atrophie 48 1,9323 0,6 0,09
keine klinische Atrophie 12 1,8325 0,72 0,21
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Tabelle 100:

Test bei unabhingigen Stichproben - iNOS - Konditionierung

Test bei unabhéingigen Stichproben, Gruppenvariable = Konditionierung

Levene-Test der
Varianzgleichheit

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

F Signifikanz df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,000 ,997| -,077 58 ,939
Varianzen sind nicht gleich -,072 15,869 ,943
Positivitat  Varianzen sind gleich 4,542 ,037] -,975 58 333
Varianzen sind nicht gleich -1,197 23,332 ,243
Fl Varianzen sind gleich 470 ,496 ,498 58 ,621
Varianzen sind nicht gleich ,445 15,018 ,663
Test bei unabhéngigen Stichproben - iNOS - Konditionierung
T-Test fUr die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere

IRS Varianzen sind gleich -,05708 , 74415 -1,54666 1,43249
Varianzen sind nicht gleich -,05708 ,78808] -1,72886 1,61469
Positivitat Varianzen sind gleich -,20021 ,20529 -61114 ,21072
Varianzen sind nicht gleich -,20021 ,16732 -,54606 ,14565
Fl Varianzen sind gleich ,09979 ,20052 -,30159 50117
Varianzen sind nicht gleich ,09979 ,22442, -,37850 ,57808

Tabelle 101:

Gruppenstatistiken - iINOS

Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = Zeitpunkt

Standardfehler des
N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Zeitpunkt 1 36 5,2283 2,3 0,38
Zeitpunkt 2 36 3,0894 1,9 0,32
Positivitat ~ Zeitpunkt 1 36 2,3125 0,64 0,11
Zeitpunkt 2 36 1,7247 0,73 0,12
Fl Zeitpunkt 1 36 2,141 0,54 0,09
Zeitpunkt 2 36 1,5739 0,67 0,11
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Tabelle 102:

Test bei unabhéngigen Stichproben, Gruppenvariable = Zeitpunkt

Test bei unabhé’mgig_]en Stichproben - iNOS - Zeitpunkt

Levene-Test der
Varianzgleichheit

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,679 413 4,301 70 ,000
Varianzen sind nicht gleich 4,301 67,535 ,000
Positivitat  Varianzen sind gleich 776 ,381 3,635 70 ,001
Varianzen sind nicht gleich 3,635 68,942 ,001
Fl Varianzen sind gleich 1,643 ,204 3,934 70 ,000
Varianzen sind nicht gleich 3,934 67,103 ,000
Test bei unabhéngigen Stichproben - iNOS - Zeitpunkt
T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere
IRS Varianzen sind gleich 2,13889 49734 1,14698 3,13080
Varianzen sind nicht gleich 2,13889 ,49734 1,14634 3,13143
Positivitat Varianzen sind gleich 58778 16172 ,26524 ,91031
Varianzen sind nicht gleich ,58778 ,16172 ,26516 ,91040
Fl Varianzen sind gleich ,56722 14417 ,27967 ,85477
Varianzen sind nicht gleich 56722, 14417 ,27946 ,85499
Tabelle 103:  Gruppenstatistiken, Gruppenvariable = ROIs
Gruppenstatistiken - iINOS
Standardfehler des
Bereich N Mittelwert Standardabweichung Mittelwertes
IRS Transplantatlager 24 5,0313 2,33 0,48
Transplantat 24 3,3308 1,79 0,37
Positivitat ~ Transplantatlager 24 2,3750 0,68 0,14
Transplantat 24 1,7017 0,64 0,13
Fl Transplantatlager 24 2,0000 0,63 0,13
Transplantat 24 1,6975 0,6 0,12
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Tabelle 104: Test bei unabhiingigen Stichproben, Gruppenvariable = ROIs

Test bei unabhéngﬁ;en Stichproben - iNOS - ROIs

Levene-Test der
Varianzgleichheit

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

F Signifikanz T df Sig. (2-seitig)
IRS Varianzen sind gleich ,996 ,323 2,832 46 ,007]
Varianzen sind nicht gleich 2,832 43,103 ,007
Positivitat  Varianzen sind gleich ,017] ,897 3,543 46 ,001
Varianzen sind nicht gleich 3,543 45,801 ,001
Fl Varianzen sind gleich ,022 ,883 1,711 46 ,094
Varianzen sind nicht gleich 1,711 45,913 ,094
Test bei unabhéngigen Stichproben - iNOS - ROIs
T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz
Standardfehler
Mittlere Differenz| der Differenz Untere Obere

IRS Varianzen sind gleich 1,70042 ,60040 ,49187 2,90896
Varianzen sind nicht gleich 1,70042 ,60040 ,48967 2,91116
Positivitat ~ Varianzen sind gleich ,67333 ,19003 ,29081 1,05585
Varianzen sind nicht gleich ,67333 ,19003 ,29077 1,05590
Fl Varianzen sind gleich ,30250 17677 -,05331 ,65831
Varianzen sind nicht gleich ,30250, 7677 -,05333 ,65833
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