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GEFASS-GEWEBE-TRANSPORT VON

WIRKSTOFFEN BESCHICHTETER IMPLANTATE:
MODELLIERUNG DER TRANSPORTVORGANGE

TOBIAS KLEPSCH, HENRIK BOTTERWECK

Einleitung

Wirkstoftbeschichtete

die lokale Applikation von Medikamenten und bioaktiven

Knochenimplantate  ermoglichen
Substanzen, die eine verbesserte Knochenheilung bewirken oder
das Infektionsrisiko senken sollen (1). Die lokale Applikation
ermoglicht eine direkte Wirkung der Substanzen in optimierter
Dosierung unter Umgehung des systemischen Kreislaufs.
Dadurch wird ein Abbau des Wirkstoffes in Leber oder Nieren
vor Erreichen des Wirkorts verhindert.

Um die Effektivitat eines beschichteten Implantats beurteilen
zu konnen, muss einerseits die Ablosung des Wirkstoffes vom
Implantat und andererseits die Aufnahme dieses Wirkstoftes ins
umgebende Gewebe messbar gemacht werden. Zur Reduktion
teurer Prototypen und deren Testung im Tiermodell, ist die
numerische Modellierung mithilfe von mathematischen
Methoden wie der Methode
vielversprechendes Feld. Allerdings sind derartige Modelle

der Finiten Elemente ein

nur mithilfe von physikalischen Experimenten aussagekraftig.
Zwar kann die Richtigkeit der Losungen der angewendeten
Berechnungen, die sogenannte Verifizierung, anhand von Tests
und Konvergenzanalysen gezeigt werden. Welche Fehler aber
bereits bei der Auswahl der Gleichungen zur Modellierung
gemacht wurden, kann nur durch Experimente, die Validierung,
untersucht werden.

Bisher = wurden In-vitro-Modelle  der

Wirkstoffabgabe u. a. in Form des Blattrithrapparates entwickelt

simplifizierte

(2). Hierbei wird das Implantat in eine Standardlosung
unter kontrollierten Bedingungen wie Temperatur und
pH-Wert gebracht. Die Konzentration des Wirkstoffs in der
Losung wird in regelmifligen Abstinden gemessen und so
die Wirkstoffablosung als Funktion der Zeit angegeben. Ein
Zusammenhang zwischen derartigen Modellen und den
komplexen Vorgingen in-vivo wurde allerdings bisher noch
nicht im Detail nachgewiesen. Ebenfalls liefert ein derartiges
Modell keine Information iber den Wirkstofttransport in
den beteiligten Geweben. Das beschichtete Implantat wird
jedoch in ein komplexes biologisches Umfeld implantiert, in
dem eine grofle Vielzahl hochgradig nichtlinearer Prozesse
auftreten (3). Dabei spielen vor allem die Knochenheilung
und die Osseointegration, also das Anhaften neu gebildeter
Knochenzellen an die Implantatoberfliche, eine Rolle (4). Diese
Prozesse konnen bisher in einfachen experimentellen Aufbauten
nicht abgebildet werden.
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Bisherige In-silico Modelle wie z. B. (5, 6, 7, 8) modellieren die
verschiedenen Phasen der Knochenheilung. Diese Modelle sind
aber weniger geeignet, den Prozess der Wirkstoffablosung und
Wirkstoffausbreitung zu beschreiben, da sie keine Modellierung
der Barriere vornehmen, die sich zwischen Implantatoberfliche
und dem umliegenden Gewebe ausbildet. Die Knochenheilung
bewirkt stindige Anderungen dieser Barriere, sodass sich
Ihr Einfluss auf die Wirkstoffausbreitung laufend verdndert.
Um die Umbildung dieser Gewebeschichten zu untersuchen,
wurde in der Vergangenheit der Ablauf der Knochenheilung
vor allem im Tiermodell verfolgt. Hierbei wurde eine bioaktive
Substanz wie knochenmorphogenetische Proteine (englisch
bone morphogenetic protein, BMP) in-vivo injiziert und zu
festgelegten Zeitpunkten Gewebeproben aus den jeweiligen
Versuchstieren entnommen. Dabei wurden insbesondere
der Kallusdurchmesser, die Knochenmineraldichte und die
biomechanische Steifigkeit gemessen (9, 10). Diese Modelle
liefern demnach wichtige Informationen zum Ablauf der
Knochenheilung. Allerdings wurden dabei nicht die Ausbreitung
des Wirkstoffs und auch nicht deren Zusammenhang mit den
Gewebeeigenschaften untersucht.

Neben den Computermodellen ist ebenso die Ausarbeitung
Methoden zur Verifikation der
Modelle erforderlich. Experimentelle Methoden wie die

von experimentellen

Immunohistologie sind zumindest partiell destruktiv und mit
groflem Aufwand bei der Probengewinnung und Aufbereitung
verbunden. Die Entwicklung zerstérungsfreier Priifverfahren
ist daher mit grolen Hoffnungen verbunden. Viele Verfahren
sind fiir die Bildgebung des Knochens nicht geeignet (z. B.
Sonographie) oder kénnen die erforderliche Ortsauflosung
derzeit nicht erreichen. Rontgen ist ein lange bekanntes
Verfahren, das eine ausreichende Durchdringungsfihigkeit
fir den Knochen aufweist. Um die Verteilung einer
Substanz in drei Dimensionen zu erfassen, ist allerdings
konventionelles 2D-Réntgen nicht ausreichend und daher wird
Rontgencomputertomographie benétigt.

In diesem Projekt wird daher ein zweiteiliger Ansatz verfolgt.
Einerseits werden Modelle fiir die Transportvorginge im
Gewebe entwickelt, die computergestiitze Simulationen zu
ihrer Losung einsetzen. Weiterhin wird ein Verfahren mit
(MikroCT)
hochaufgeloste Tomogramme des Knochens zu erzeugen,
Modellwirkstoff

Mikro-Computertomographie eingesetzt, um

wihrend ein Rontgenkontrastmittel als
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eingesetzt wird. Mithilfe der MikroCT sind dreidimensionale
Aufnahmen des Knochengewebes moglich, sodass die Verteilung
des Kontrastmittels untersucht werden kann. Langfristig
soll demnach die stetige Verbesserung von Simulation und
Experiment in mehreren Iterationsschritten erfolgen, um
die Problematik der Wirkstoffausbreitung umfassender zu
verstehen und beschreiben zu kénnen.

Im ersten Schritt wurde ein abstrahiertes simplifiziertes Finite-
Elemente-Modell entwickelt, dass sich auf gewebespezifische
Daten aus der Literatur stiitzt. So wurde ein auf dem Markt
befindlicher mit dem Antibiotikum Gentamicin beschichteter
intramedulldrerNagel (11) analysiertundin einabstraktes Modell
umgesetzt, um die bei der Wirkstoffablosung zu erwarteten
Gewebekonzentrationen einschitzen zu koénnen (12). Das
Modell beschreibt die Ausbreitung als reines Diffusionsproblem
funf
Kompartimente auf: Wirkstoftbeschichtung, Blutgerinnsel,
Markraum, Trabekularknochen und Kortikalis. Die folgende
Abbildung zeigt den schematischen Aufbau des Modells als

und  weist verschiedene  zylindersymmetrische

2D-achsensymmetrisches Modell:

Das Modell wurde in der Simulationssoftware COMSOL

1mm

%/ Symmetrieachse —_—

i Implantat

Blutgerinnsel Kortex

Abb. 1. Schematische Darstellung des in COMSOL Multiphysics implemen-

tierten 2D-achsensymmetrischen Modells

Multiphysics implementiert und fiir ein simuliertes Zeitinervall
von 28 Tagen gelost (COMSOL Multiphysics , Version 4.4, 2014,
COMSOL AB, Schweden). Mithilfes des Modells kann einerseits
die zeitliche Anderung der Wirkstoffkonzentrationen in den
Kompartimenten dargestellt werden, weiterhin wird auch die
Gesamtwirkstoffmenge in den Kompartimenten berechnet und
im zeitlichen Verlauf dargestellt werden.

Das Versuchsverfahren ist so aufgebaut, dass nacheinander
vollstindige CT-Aufnahmen des Probenobjekts gemacht
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Abb. 2. Konzentrationsprofil in verschiedenen Bereichen zum simulierten

Zeitpunkt 28 Tage (oben). Zeitliche Verinderung der Wirkstoffmenge im

Blutgerinnsel, dem Markraum und der Kortikalis (unten).

werden. Das verwendete Kontrastmittel ist jodhaltig und hat
dadurch je nach Konzentration eine hohere Réntgenschwéchung
als das Gewebe, sodass es von diesem zu unterscheiden ist.
Um das Verfahren zunichst zu erproben sind Messobjekte
erforderlich, die im Gegensatz zu Knochenproben eine hohe
Homogenitit aufweisen und inert sind, sodass das Objekt fiir
die Dauer der Messung keine Anderung seiner Eigenschaften
zeigt. Daher fiel die Wahl auf eine gesinterte Stiitzstruktur
aus Hydroxylapatit (englisch: Scaffold). Dieser Scaffold hat
eine offene Mikropordsitit und ist somit in gewissem Sinne
eine Nachbildung einer Knochenstruktur. Ferner tritt das
Mineralsalz Hydoxylapatit in im Knochen auf.

Der Scaffold wurde zunachst miteiner zentralen Kavitat versehen,
in die spater das Kontrastmittel eingebracht wurde. Im MikroCT
wurde sodann eine Vorrichtung montiert, in der der Scaffold
mit Flissigkeit getrankt wurde, sodass das Kontrastmittel durch
die offene Porositit des Objekts diffundieren kann.

Die Messung wurde am MikroCT des Labors fiir Medizinische
Bildgebung der FH Liibeck durchgefiihrt (GE nanotom M, GE
Phoenix Xray, Wunstorf, Deutschland). Fir die Aufnahmen
wurden eine Spannung von 150 kV und eine Stromstérke von 50
1A bei einer Voxelgrofle von 50 um verwendet. Die Dauer einer
Messung betrug 8:30 Minuten und jeweils nach Ablauf von 10
Minuten wurde eine neue Messung gestartet. Die Rekonstruktion
der Aufnahmen erfolgte mit einem proprietidren modifizierten
Feldkamp-Algorithmus (GE datos|reconstruction, Version 2.3,
GE Phoenix Xray).

Um die durch die CT-Messung erhaltenen Grauwerte einer
Konzentration des Kontrastmittels zuordnen zu konnen,
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Abb. 3. Gesinterter Hydroxylapatit-Scaffold mit einem Durchmesser von
25 mm (unten, zur Verfiigung gestellt durch Pharmazeutisches Institut,
Christian-Albrechts-Universitit, Kiel). Das Diagramm zeigt die rekons-
truierten Grauwerte fiir drei Messungen mit den Startzeitpunkten 0, 10
und 20 Minuten nach Applikation des Kontrastmittels. Die Kurven stellen
radiale gemittelte Profile vom Zentrum der Kavitit zum Rand des Scaffolds
dar. Ein leichter Anstieg der Kurven ist durch auftretende Strahlaufhédrtung

verursacht.

sind Kalibriermessungen erforderlich. Allerdings ist es nicht
ausreichend, eine Kalibrierung derart durchzufiihren, dass
ein Reagenzglas mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Kontrastmittels beftillt und der Grauwert im aufgezeichneten
Rontgenbild als
Aufgrund der Gesamtschwichung des Scaffolds, ist ein direkter

Vergleichsmafistab herangezogen wird.

Vergleich so nicht moglich. Daher wurden auch Messungen
durchgefithrt, bei denen bekannte Konzentrationen eines
Kontrastmittels in die Kavitét eines Scaffolds eingefithrt wurden
und diese aber nach auflen versiegelt wurden. Die verschiedenen
Einflussfaktoren, die das Ergebnis der Kalibrierung beeinflussen
sind Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten. Zu nennende
Unsicherheiten sind vor allem der Einfluss von Messrauschen,
Grenzfliche

Unsicherheiten in der Bestimmung der
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zwischen Kavitdit und Scaffoldmaterial, sowie mogliche
Positionsabweichungen des Messobjektes von Messung zu
Messung.

Als Modell fiir einen Knochen ist der Scaffold nur bedingt
geeignet, da er keinerlei organisches Material wie Zellen
beeinhaltet, die den GrofSteil des Knochengewebes ausmachen.
Der Scaffold dient daher vor allem als Priifobjekt, um das
Messverfahren mit MikroCT auf seine Eignung zu iiberpriifen.
Zukiinftig sind Messungen mit Knochenproben ex vivo geplant,
sodass hier ein realistischeres Modell der Transportvorginge im
Knochen erreicht werden soll.

Diskussion

Mit  dem
intramedulldren Nagels konnten erste Abschitzungen fir die

simplifizierten  Simulationsmodell ~ eines
Wirkstoftverteilung im Gewebe bei rein diffusivem Transport
erhalten werden. Da in diesem Modell die zeitliche Anderung
von Geweben durch die Knochenheilung nicht beriicksichtig
wurde, kann es als erste Abschétzung angesehen werden. So ist
beispielsweise die Bildung des Blutgerinnsels nach enden der
Blutung zeitlich verzogert. Einen Vorschlag dazu liefert (13).
Ebenfalls wurden eine Konzentrationsabhingigkeit und die
Anisotropie des Diffusionskoeftizienten nicht beriicksichtigt.
Weiterhin wurde in diesem Modell die Ablosung des Wirkstofts
aus dem Implantat rein durch Diffusion gesteuert modelliert.
Die Anwendung einer ggf. bekannten Ablosungs-Zeit-
Funktion fir den Wirkstoff aus dem Implantat ist moglich. Im
Vordergrund stand hier die grundsitzliche Herangehensweise
mit der Modellierung in Kompartimenten und der Priifung
der Simulationssoftware fiir den Zweck der Modellierung
des Problems. Das Programm ist auf die Einbeziehung des
Zusammenspiels verschiedener physikalischer Effekte ausgelegt
und verleiht dem Modell dadurch eine hohe Erweiterbarkeit.

Machbarkeit des  Messverfahrens

aus Verbindung von MikroCT und Kontrastmittel als

Die  grundsitzliche

Modellwirkstoff konnte gezeigt werden. Eine weitergehende
Analyse der genauen quantitativen Beziehungen zwischen
Grauwerten und resultierender Kontrastmittelkonzentration
sind erforderlich und Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten.
Messungen an Knochenproben sollen zudem die Anwendbarkeit
auf diese Proben zeigen und das Modell zu einem realistischeren
Szenario iiberfiihren.

Langfristig zielt die Verbindung von Simulation und
experimentellem Verfahren auf eine realistischere Modellierung
der Transportvorginge der Wirkstofte beschichteter Implantate
ab und soll helfen, die Entwicklungszyklen derartiger Implantate

zu verkiirzen und die Patientensicherheit zu erh6éhen.



Ausblick

Um die Verteilung des Medikaments in heilendem Knochen zu
modellieren, miissen die einzelnen Schritte der Knochenheilung
hinsichtlich dabei
Veranderungen der Transportprozesse charakterisiert werden.

ihrer Dauer und der entstehenden
Auf der Grundlage dieser Charakterisierung kann dann eine
zeitabhdngige Funktion entwickelt werden, die eine realistische
Abbildung der Vorgange ermoglicht. Da biologische Gewebe
multiskalige Gebilde darstellen, in denen Transportvorginge
in verschiedenen Zeit- und Groéflenskalen ablaufen, sind fiir
die experimentelle Abstiitzung von Modellen umfangreiche
Daten auf allen Zeit- und Lingenskalen erforderlich (14).
In Zusammenarbeit mit den Teilprojekten A und C des
LUMEN Forschungskollegs ist eine Verbindung zwischen
Modellierung  (Teilprojekt A), der
Simulation der Transportvorginge auf der Gewebeebene (TP

Phanomenologischer

B), sowie Modellierung und Messung von Diffusion auf der
Ebene von einzelnen Molekiilen (TP C) angestrebt.
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bildlich gesprochen, vom Kopf zu den Fiiflen, indem sie nach
Kopfverletzungen und Verletzungen der Wirbelsdure, nach
Thoraxverletzungen und solchen des Abdomens schliefllich
mit Verletzungen der Extremititen enden. Jedes Kapitel ist
zudem in sich strukturiert. Stets folgt einer Beschreibung der
jeweiligen Anatomie eine Analyse der Verletzungen und, wo
moglich, ein Abschnitt zur Privention. Den Schlufi bilden
jeweils eine Zusammenfassung mit Aufgaben und ein zumeist
umfangreiches Literaturverzeichnis. Am Ende des Buches
finden sich die Losungen der gestellten Aufgaben sowie ein
vergleichsweise kurz gehaltenes Sachverzeichnis. Der untadelige
Text wird, fast iiberfliissig zu betonen, durch eine Vielzahl sehr
anschaulicher Bilder und Graphiken unterstiitzt. Selbst der
Einband unterscheidet sich wohltuend von so mancher heute
leider immer Oofter anzutreffenden Seitenverpackung. Fest,
robust und dauerhaft tritt dieser Band dem Leser entgegen, der
ihn getrost nach hause tragen kann in der Gewif3heit, eine Fiille
an Inhalt schwarz auf weif zu besitzen.
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